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TIVITY AND AN ENDOGENOUS OR HETEROLOGOUS NADPH-CYTOCHROME F450-REDUCTASE, 
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(54) Titie: SOUCHE DE LEVURE PE RMETTANT LA CO- EXPRESSION DTJNE ACTIVITE MONO-OXYGENASE DE 
CYTOCHROME P450 DE PLANTE ET DUNE NADPH-CYTOCHROME P450-REDUCTASE ENDOGENE 
OU HETEROLOGUE ET SON UTILISATION A DES FINS DE BYCONVERSION 

(57) Abstract 

A yeast strain for the co-expression of a plant cytochrome P450 m ono-ox ygenase activity and an endogenous or heterolo- 
gous N ADPH-cytochrorae P450-reductase., wherein one of the NADPH-cytochroroe P450-rcducUse or cytochrome P450 genes is 
integrated into the chromosome of said strain, and the strain is transformed by a vector having an expression cassette for the 
other gene. The use of said yeast strain, as well as a cDNA sequence coding for cytochrome P450 CA4H of the Jerusalem arti- 
choke Helianthus tuberoxus or Arabidopsis thaliana i for bioco rivers ion purposes, is also disclosed. 

(57) Abrfege 

La presente invention concerne nne souch? de levure permettant la co-expression d'une activite mono-oxygen a se de cyto- 
chrome P450 de plante ct d'unc N A DPH -cytochrome P450-reductase endogene ou heterologue, caractcrisee en ce que 1'un des 
genes de la NAD PH -cytochrome P45G-reductase ou du cytochrome P450 est integre dans lc chromosome de ladifce souche, et la 
souche est transformer par un vecteur portant une cassette d'expression de 1'autre gene. L' invention concerne egalcment Vutitisa- 
tion a des fins de biocon vers ion de ladhe souche de levure amsi qu'une sequence d'AQNc codant pour le cytochrome P4S0 
CA4H de toplfiambour Heiianthus ruberosus ou d'Ambidopsis t ha Hart a 
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'SOUCHE DE LEVURE PERM ETT ANT L\ CO-EXPRESSION D'UNE ACTIVITE 
MONO-OXYGENASE DE CYTOCHROME P450 DE PLANTE ET D'UNE NADPH- 
CYTOCHROME P450-REDUCTASE ENDOGENE OU HETEROLOGUE ET SON 
UTILISATION A DES FINS DE BlOCONVERSiON" 
5 La prSsente invention concerne une souche de levure permertant 

la co-expression d'une activity mono-oxygenase de cytochrome P450 
microsomal de plame et d'une NADPH-cytochrome P450-r6ductase 
en do gene ou h6terologue. 

La present* invention concerne 6galement un proc£de de co- 
10 expression chez one levure d'une activity mono-oxygeii£$e de cytochrome 
P450 microsomal de plante et de la NADPH-cytochxome P450~reductase 
endogene ou heterologue. 

La presente invention concerne egalement ^utilisation a des fins 
de byconversion d'une souche de levure selon l'invention* 
15 Plus precisement, la prdsente invention concerne un process de 

byconversion destine a la monoxygenation spdeifique, notamment a 
l'hydroxylation stereospeciflque, d'un compost substrat d'un cytochrome 
P450. 

La presente invention concerne enfin une sequence d'ADNc codant 
20 pour le cytochrome P450 catalysant l'hydroxylase du trans-cinnamate ou 

ou CA4H dans les tubercules de topinambour ou dans des plantules 

d'Arabidopsis thaliana. 

Les cytochromes P450 sont des protemes a activity mono-oxygenase 

qui constituent une des plus grandes superfamlUes de genes connue chez 
25 ies eucaryotes superieurs* lis sont capable* dVoxydor une tres gnmde 

variete de substrats generalement hydrophobes en se servant de 

Toxygene moleculaire dissous dans le cytoplasme, ainsi que des 

equivalents reducteurs fourais par la NADPH<ytochrome P450-reductase. 

Ces reactions sont le plus souvent caractensees par Pinsertion d'un atome 
30 d'oxygene dans des liaisons C-H, C-C. N-N, sore par 1'oxydation d'un 

heteroatome ou encore dans des cas plus rares par une reduction de 

groupes nitro ou une deshalogenation (Guengexich et Macdonald, 1990, 

FASEB J. 4, pp 2453-2459). 

Les cytochromes P450 sont des pro twines membranaires associes le 
35 plus souvent au reticulum endoplasmique, quelques formes 6tant 

mitochondrlales. 
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Leur intervention chez I'homme et les anlmaux dans les premieres 
e tapes de la metabolisatlon de substances xenobiotique telles que les 
medicaments ou des poUuants, alnsi que leur Implication dans de* voies 
import an res du metabolisnie endogene des steroides membranaires et 
5 hormonaux, des acides biliaires, des pheromones, de la vitamine B, des 
acides gras, des prostaglandines om fait des cytochromes P450 un objet 
d'un vif interet (Nebert et Gonzales, 1987, Ann- Rev. Biochem. 56, pp 945- 
993). 

Les intense* efforts de recherche se sont traduits par le 
10 developpement d'un grand nombre d'outils blochimiques, 
immunologiques et genetiques qui ont permis 1'isolement d'environ 200 
sequences d'ADN (genomique ou ADNc) a ce jour* 

Par rapport au nombre rapidement croissant des sequences 
connues de norabreuses isoformes de cytochromes P450 chez I'homme et 
15 chez les aniinaux, aucune sequence d'ADN d'un cytochrome P450 de plante 
avec nne foncrion bien diflnie n* a ete isolee. 

Dans le cadre de la presente invention, est revendiquee la sequence 
d'ADNc d'un. cytochrome P450 vegetal, la CA4H # qui catalyse 
Vhydroxylanon en position 4 du trans-cinnamate. Le produit ainsi forxn£ 
20 est le trans-coumarate. 

D'une manlere g^nerale, les progres de la recherche dans le 
domaine des cytochromes P450 de plantes ont ete retardes en raison de 
leur faible teneur dans les dssus vegetaux et des grandes difficultes 
auxquelles on se heurte lors de leur purification.. 
25 Les oxydations de substrats endogenes dans les plantes, catalyses* 

par des cytochromes P4S0 r comprennent des hydroxyiations de composes 
aliphatiques et aromatiques, des epoxydations, des demethylations et des 
rearrangements intramoleculaires. Une quarantaine d'activites 
enzymatiques catalysees par des cytochromes P450 ont etc; caracterisees 
30 jusqu'fc. present chez les veg^taux. EUes sont impliquees dans les 
m€tabolismes des phenylpropanoldes, des terpenes, des liptdes et 
participant aussi 4 la symhese des phytoalexuies, des anthocyanes, des 
tannins, des ardmes, des hormones, des sterols membranaires, des 
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alcaloides et des cutines et suberines. Ccmpte tenu de leur participation a 
la synthese de ce grand nombre de metabolites vegetaux dont certains 
presentent un grand interet industriel en tant qu'additifs alimentaires ou 
pigments narurels, le clonage et la surexpression coordonnee de 
5 cytochromes P450 dans un microorganisme adapts afm d'y effectuer des 
reactions de byconversion sont d'un grand interet et trfes recherches. 

II a ete egaiement rapporte la dealkylation de substances 
xenobiotiques (Fonne et al., 1988, Plant Set, 55, pp 3-20). On constate un 
net regain d'interet en agronomie pour les cytochromes P4S0 de plantes 

10 puisqu'iis interviennent dans les premieres etapes de la m£tabolisation de 
certains pesticides ou herbicides tels que le diciofop ou le chlortoluron 
(Zimmerlin et Durst, 1990, Phytochemistry. 29, pp 1729-1732, Fonne-Pftster 
et Kreuz, 1990, Phytochemistry 29, pp 2793*2797) ce qui leur confere une 
resistance selective a ces produits. La niaitrise et la comprehension de leur 

15 foncuon est done de premiere importance pour i'industrie agronomique. 

De part sa position d£ dans le metaboUsme secondaire de la plante, 
la cinnamate 4-hydroxylase a P450, qui est le point de depart commun a la 
synthese d'un nombre tres important de voies m6taboiiques, dont les 
produits finals ont des roles crucxaux soit comme support structural de la 

20 cellule (lignines, phenols de la paroi), soit comme support a la protection 
superflcielle (suberines), soit comme substance de defense de la cellule 
vegetale contre des agents pathogenes (flavonoides, isoflavonoides, 
stiibenes, acides phenoliques, tannins), soit comme filtres de 
rayonnement UV. Outre ces fonctions vitales, un certain nombre de 

25 composes issus de ces voies metaboliques sont tres recherches dans 
I'industrie alimentaire comme artme ou colorant naturels. Pour exexnple, 
on peut citer la vanilline, dont la premiere gtape de la biosynthese dans la 
gousse de Vanilla planifolia est la transformation du trajos-cinnamate en 
rrans-coumarate. Le marche mondial de la vanilline est actuellement 

30 estim^ a 5 000 tonnes/an. 

Q a ete decrit dans la literature 1'expression dans une levure d'un 
cytochrome P4S0 de mammifere (rat, boeuf) et de NADPH-cytochrome P450 
reductase endogene ou de rat sur des vecteurs non-integratifs. 

Nl la possibility d'expression, transport et maturation de proteines 

35 membranaires d'origine veg£taie dans un contexte cellulaire de levure, ni 
la fonctionnalit6 d'un couplage entre cytochrome P450 de plante et 
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NADPH-P450 reductase de levure n'ont pu etre etablies avam la presence 

invention. 

La presente invention a pour objet une souche de levure 
permertant la co-expression d'une activity mono-oxygenase de 

5 cytochrome P450 de plame et d'une NADPH-cytochrome P4 50- reductase 
endogene ou heterologue, caracterisee en ce que I'un des genes de la 
NADPH-cytochrome P450-reductase ou du cytochrome P450 est integre 
dans le chromosome de ladite souche, et, la souche est transformee par un 
vecteur portant une cassette d'expression de Tautre g£ne- 

10 Ledit vecteur peut etre un vecteur d'integration ou non. 

Lorsque ledit vecteur est un vecteur d'inteyration dans le 
chromosome de la souche, les deux genes se trouvent done en fait integres 
dans ie genome de la souche. 

La presente invention a done en particulier pour objet une souche 

15 de levure permertant la co-expression de l'activite mono-oxyggnase de 
cytochrome P450 de piante et d'une NADPH-cytochrome P4SO-reductase 
endogene ou heterologue. caracterisee en ce que le gene de la NADPH- 
cytochrome P45 0-reductase est Integre dans le genome chromosomique de 
ladite souche et la souche est transformee par un vecteur portant une 

20 cassette d'expression du gene de cytochrome P450 de piante. 

On utilisera, de preference, un g£ne de cytochrome P4S0 
microsomal. 

On entend ici par "microsomal" les fractions de membranes 
intracellul aires, notamxnent du reticulum endoplasmique, rugueux ou 
25 lisse. de I'appareil GolgL 

Dans un mode de realisation particulier, ledit vecteur n'est pas un 
vecteur d' integration mais un vecteur replicarif, notamment plasmidique. 

Dans la presence demand e de brevet, on entend par -gene 
heTeroiogue" un gene provenant d'un organisme autre qu'une levure, 
30 De preference, le gene du cytochrome P450 est imegr£ dans le 

chromosome d'une souche, De preference encore, les deux genes de 
cytochrome P4S0 et respectivement de NADPH~cytochrome-P450 sont 
integres Haw* le genome chromosomique de la souche* 

On cite plus particulierement comme cytochrome P450 microsomal 
35 selon l'invention la proteine catalysant l 1 hydroxylase du trans- 
clnnamate, encore appelee proteine CA4H, notamment provenant des 
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tubercules de topinambour Heliantu s tuberosus ou de jeunes plantules 
d'Arabidopsis rh a liana , 

De facon appropri£e„ ledit gene dudit cytochrome P450 est la 
sequence d'ADNc codant pour ledit cytochrome P450. 
5 Ledit gfene dudit cytochrome P450 petit etre un gene hybride. 

On entendu par "*gene hybride" un g£ne pouvant r^sulter de 
recombinaisons homologues entre deux genes de cytochrome P450 
d'origines differentes, notamment d'organismes differents, ou pouvant 
resulter de fusions de parties de genes de cytochrome P450 d'origines 
10 differences, notamment d'organismes differents, Tun au moim etant 
toutefois d'origine vegitale. 

En particulier on cite la sequence d'ADNc codant pour la CA4H telle 
que representee k la figure 1, 

Dans un mode de realisation particuller, la NADPK-cyto chrome 
15 P450-r6ductase est la NADPH-cytochrome P450-reductase endogene de 
levure. 

Dans un autre mode de realisation, ledit gene de ia NADPH- 
cytochrome P45 0-reduct ase consiste dans la sequence d'ADNc codant pour 
la NADPH-cytochrome P450-reductase bet Prologue, 

20 Le cionage de genes de NADPH-cytochrome P450-reductase 

heterologues, en particulier de planter a ete decrlt dans la demande de 
brevet francais n* 92 04491 et la demande de brevet PCT/FR93/00367, au 
2nd International Symposium on Cytochrome P450 of Microorganisms and 
Plants de Tokyo - 13-17 Juin 1993, dans la communication "Yeast as a 

25 Cloning and Expression Host for Plant P450s and Reductases" de Denis 
Pompon, C Mignotte, S. Regnier, P. Urban, G. Truan, et M. Kazmaier. 

Ce procdd£ perfbrmant de cionage d'une sequence d'ADN codant 
pour une NADPH-Cytochrome P45 Reductase de plantes comporte les e tapes 
suivantes : 

30 l- On soumet une souche de levure transformee avec des pi asm ides 

d'une banque d'ADNc total de ladite plante, et ayant un 
phenorype de dtficlence en activite NADPH-Cytochrome P450 
Reductase endogfcne, a un traitement avec un inhibiteur de 
cytochrome P450 d, notamment le ketocona20le, a une dose qui 

35 rend 16thale Tabsence d'activit* NADPH-Cytochrome P450 

Reductase endogene, a savoir 10 a 50 ng/ml de milieu de culture, 
puis 
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2- On recupere les clones survivants et on en extrait les plasmides 
permettant I'expression d'une activity NADPH-Cytochrome P450 
Reductase qui correspond a la NADPH-Cytochrome P450 de ladite 
plante* 

5 On peut citer en particuiier, de facon appropriee, comme gene de 

NADPH-cytochrome P4S0-reductase p les genes d'origine vegetale, 
notamment les genes de NADPH-cytochrome P450-reduetase d* Arabidnpsis 
ifr aliana ou de rnpmambour Helianthus tuberosus. 

Les sequences d* ADNc codant pour ces genes d'origine vegetale ont 
10 ete representees dans les demandes de brevet francais n*92 04491 et 

PCT/FR n° 93/00367* Les sequences ATR1 ( Helianthus tuberosus \ et ATR2 
(A r afoffo p^s thaliana) ont ete introduites dans la banque EMBL sous les 
references suivantes : 
Pour ATR1 : 
15 Accession number Y66016 

Identification number ATATR1G; 
Pour ATR2 : 

Accession number X66017 
Identification number ATATR2M 
20 Dans utt mode de realisation part culler, iorsque le gene de NADPH- 

cytochrome P450-reductase est heterologue 11 est du meme genre et de ia 
meme espece que le cytochrome P450 heterologue. 

De tnanlere a obtentr une integration la plus stable possible, de 
preference le(s) gene<s) de la NADPH-cytochrome P450-reductase et/ou du 
25 cytochrome P450 est (ou sont) integrate) dans le locus de la NADPH- 
cytochrome P450-reductase endogene sur drague allele du chromosome* 

Selon l'invention. la souche de levure peut etre choisie notamment 
parmi les genres Saccharomvces . HansenuUu MuvverqmYCes > Ptchia et 
Yanwia- 

30 On cite plus particulierement les levures du genre Sacrharomvces 

cerevjsiaje,. 

Avantageusement, pour permettre une bonne modulation et une 
regulation de ^expression du cytochrome P-450 dans iedit vecteur, le gene 
de cytochrome P450 est mis sous le contrdle d'un promoteur inductible. 
35 Dans un mode de realisation particuiier, on a utilise le vecteur 

pYEDP60 decrit ci-apres. 
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Avamageusement egalement, on a remplace le promoteur naturel 
de la NADPH-cytochrome P450-reductase, laqueUe a et6 mise sous le 
controle d'un promoteur heterologue inducttble. 

Avantageusement encore, le gene de NADPH-cytochrome P450- 
5 reductase et le gene de cytochrome P450 sont places sous le contr6le d'un 
meme promoteur inductible, en particulier, le promoteur GAL10 CYC1 
inducible en milieu galactose. 

Dans un mode de realisation particulier, ladite souche est obtenue a 
partir de la souche PES 1-3-U deposee a la Collection Natlonale de Cultures 
10 de Microorganismes (CNCM) sous le n" HI 87. Cette souche a ete decrite 
dans les demandes de brevet francos n° 92 04491 et PCT/FR n° 93/00367. 

Cette souche exprtme, iorsqu'elle est utilisee sur un milieu - 
contenant du galactose, un niveau de NADPH-cytochrome P450-reductase 
qui est 20 a 30 fois superieur au niveau present dans la souche parentale 
15 comportant le promoteur natureL A rinverse, en 1'absence de galactose, le 
niveau de reductase present est excremement faible. en fait indetectable, 
c'est-a-dire au moins 100 fois inferieur au niveau present dans la souche 
parentale. 

Des niveaux d'expression intermediaires entre ces deux extremes 
20 sont possibles en utilisant des durees iimitees d'induction par le galactose 
(0 a I2heures). 

Dans I'exemple de realisation detallle qui va suivre ladite souche est 
la souche WRCA obtenue par transformation de la souche PES 1-3-U par le 
vecteur pCA4H/YeDP60. 

25 De pr6f£rence, pour obtenir les taux d'expression maximum, la 

souche cCHexprime la NADPH-cytochrome P450-reductase et le cytochrome 
P450 dans un rapport molaire NADPH-cytochrome P450- 
reductase/cytochrome P450 optimum entre 1/3 ex 1/10, notamment 1/5. 

La variation des taux d , expression respectifs peut toe obtenue en 

30 variant le nombre de copies des genes respectifs et/ou en employant des 
promoteurs differents et plus ou moins forts et/ou en decalam le temps 
d'induction des promoteurs respectifs. 

Dans le but d'obtenir de grandes quantites d'une molecule d' inter et 
industriel par un precede de byconversion, le choix du microorganisme le 

35 mieux adapte pour 1* expression du complexe cytochrome P450/P450 
reductase est primordial, A cet egard, selon la presente invention, on 
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10 



utilise la levure ^ccharornvres eerevjae, recorabinee dans l'optique de 
conferer au P450 heteroiogue un envlronne merit optimal pour 
I'expression efficace de son aetivite. 

Selon la presente Invention, une attention particuuere a ete portee 
a la co-expression a un haut niveau de La CA4H et de la P450 reductase 
associee. La P450 reductase ayant un cycle catalytique plus raplde que les 
cytochromes P450, il est important de respecter un rapport molaire 
particulier essentiel au bon fonctionnement dans la levure. En effet, un 
rapport molaire reduetase/P4S0 heteroiogue trop has conduit a une faible 
aetivite specifique du fait du deTaut en reductase. Un rapport molaire 
reducta$e/P450 heteroiogue trop eleve conduit a la desctruction d'une 
fraction importante du P450 du fait du fort accroissement de cycles 
abortifs . C'est pourquoi. afin de respecter au mieux un rapport molaire 
optimal reductase/P450 on a utilise, selon rinvention, une levure 
15 recombinant* chez laquelle le promoteur naturel du gene endogene de la 
P450 reductase a £re remplace par le promoteur inducible GAL10/CYC1. 
Puisque la sequence de la C4AH sur plasmlde est sous contrOle du merae 
promoteur on peut raisonnablement admenre que ie rapport molaire final 
est donn6 par le nombre de copies du plasmlde par rapport a la copie 
20 simple du gene de la reductase. 

Selon la presente invention, on a constmit une souche 
recombmante de levure qui assure un niveau optimal pour I'expression du 
premier cytochrome P450 de plante a fonction connue. Pius precisement, 
pour un niveau ^expression comparable a celul trouve dans la lltterature 
2s de 100 picomoles par mg de proteines microsomales, Tacthote specifique 
est de l'ordre de 400 rain-l P la valeur la plus elevee jamais mesuree pour 
un cytochrome P450 microsomal. Cette aetivite reste de surcroit stable dans 
le temps. En particulier, selon la presente invention on d6crit done une 
souche recombmante de levure qui sur les eriteres de productivity est tout 
30 a fait adaptee a la byconversion du trins-einnamate en tr-coumarate par 
la CA4H de topinambour. 

La presente invention fournit done egalement un precede de co- 
expression chez une levure de 1'activite mono-oxygenase de cytochrome 
P450 microsomal de plante, caracterise en ce qu'on cultive dans un miUeu 
35 de culture approprie une souche selon l'invention. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation a des 
fins de bioconversion d'une souche de levure selon 1'invenrlon, 
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La presente invention a. ea particulier, pour objet un procede de 
bioconversion destine a. la monoxydation speciflque d'ua compost substrat 
d'un cytochrome P450, caracterise en ce qu'oh convertit un milieu 
contenant ledit compost ou un precurseur avec Tune des souches selon 
5 1'invention exprimant l'acuvite monoxygenase dudit cytochrome P450 et 
en ce qu'on recupere le produit monoxygene. 

De preference, on utilise comme milieu de conversion le milieu de 
culture de ia souche. Neanmoins, il est possible de prevoir, lorsque la 
masse de levure inirialement cuitivee est sufflsante, d'effectuer la 
10 conversion dans un milieu qui n*est pas un milieu de culture, 

£n general, le substrat est contenu dans le milieu* il rentre dans les 
cellules ou il est convertit, puis est relargue dans le milieu. Toutefois, dans 
certains cas t le milieu peut comenir uniquement un precurseur du 
substrat, ie substrat n'apparaissant qu'a 1'inteneur apres transformation 
15 du precurseur. 

La mono-oxydation peut etre t par exemple, une hydroxylation 
stereospeciflque r notamment lorsque le cytochrome P450 est la CA4H, 
auquel cas le compost substrat est le trans-cinnamate et on recupere le 
trans-coumarate. 

20 Enfin, la presente invention a aussi pour objet les sequences 

d'ADNc codant respectivement pour le cytochrome P450 CA4H 
d'Arabidopsis thaliana et le cytochrome P4S0 CA4H d Tfelianthu s tuberosum 
notamment les sequences d'ADNc telles que representees aux figures 1 et 
12 ou les sequences d'ADNc s'hybridant dans des conditions faiblement 

25 stringentes a S0*C et/ou presentant au moins 60 % d'homologie avec Tune 
des sequences prec6demment decrites* ou les memes sequences 
refonnateea ne comprenant que la phase de lecture ouverte. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitronx a ia lumiere de la description detaiHee du(des) mode(s) de 

30 realisation qui va suivre, illustree par les dessins annexes sur lesquels : 

- la figure 1 represente TADNc du gene de cytochrome P450 de 
topinambour Hetiantmis ruberosus CA4H, 

- ia figure 2 represente le schema de clonage de TADMc reformate 
ne comprenant que la phase de lecture ouvene de la CA4H de topinambour 

35 dans le vecteur de lecure pYED P60, 
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- la figure 3 represente, schematise, la souche de lecure WRCA 
surexprimant simuitanemem en milieu galactose une CA4H exogene et la 
NADPHKrytochrome P450-reductase endogene (ci-apres abrege par "P450- 
reductase"), 

5 - la figure 4 represente le spectre de difference d'absorpdon en 

presence de monoxyde de car bone d'une fraction microsomale de souche 
WRCA, 

- la figure 5 represente le spectre de perturbation de type I suite a 
l'ajout de I'acide tratts-ciiinamique aux microsomes a partir de la culture 

10 induite de la souche WRCA. 

- la figure 6 represente un chromatogramme de detection du trans- 
cinnamate apres conversion du crans-dnnamate par une culture de WRCA 
en milieu galactose, 

- Ia Figure 7 represente la variation de l'amplitude d'absorption 
15 dans un spectre de perturbation de type I en fonction du t^s-dnnamate 

ajoute en quantites croissantes a des microsomes oxydes issus d'une 
culture induite de la souche WRCA, 

* la figure 8 represente i'efficacite de couplage entre la NADPH 
P450-reductase de levure et la CA4H de topinambour dans les microsomes 
20 de la souche WRCA, 

- la figure 9 m mre une representation selon Uneweaver-Burk 
dormant r inverse des actjvites CA4H mesurees en fonction de 1'inverse de 
la concentration de trans-dnnamate ajoute permettant la determination 
de la Vitesse m axim ale de conversion de la CA4H dans les microsomes de 

25 levure ainsi que le Km, 

~ ^ figure 10 represente la cinenque de formation de p-coumarate 
sur des microsomes de WRCA. 



- la figure 11 rc^caente la cinetique de formation de p-coumarate k 
partir du trans-cinnamat sur cellule 3 cntjeres com nant la Ca4H ri» 
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I) TSOIFMENT d'ADNc CODANT POUR DES CYTOCffRO MES P450 DU 
TYPE rOIJMARATE 4- HYDROXYLASE ffcC. 1.14.11 1) D'ORlGtNE 
VEGFTALE 

1.1) Isolement de l'ADNc du Cytochrome P450 ratalvsanr 
5 I'hydroxvlation du tr-cinnamate dans tes tuhercules de 

mninambour (CA4H = clnnamate 4-hvdroxv1ase.F-Cl.l4.n-1 v 
La procedure de clonage de la CA4H met en oeuvre 
des methodes classiques de la blologte mol^culaire connues 
de l'homme de l'art. Le. protocole de purification, ainsi 
10 que l'obtention d'un anticorps anti-CA4H specif ique k 

l^aide de la prot^ine purifiee, est decrit dans la litte*- 
rature scientifique (Gabriac et al F Archives of 
Biochemistry and Biophysics, 1991, Vol 288 r pp 302-309) 
et n'est pas reprls en detail ici. Brievement, des tran- 
15 ches de tubercules de topinambour , incubus dans un milieu 
contenant du manganese pour induire la synthase de l 1 acti- 
vity enzymatique de la CA4H , constitue le materiel de de- 
part pour la preparation de la fraction micro soma le . XI 
suit une premiere 6tape d 1 enrichiasament en CA4H par une 
30 partition de phases en triton x-114, et deux <§ tapes de 

chromatographic sur DEAB-Trisocryi et sur Hydro xyl apatite. 
La proteine ainsi purifiee, qui montxe un poids aole*cu- 
lalre apparent de 57KD en gel SD S '-Ac ryl amide # a et£ utilise 
pour la fabrication d*anticorps polyclonaux • . Ces anti- 
25 corps r^agisfient de manlere selective avec un polypeptide 
de 57 KD en Western blot et inhibent aussi fort erne nt 
l 1 activate* CA4H dans des microsomes de differentes es- 
pfeces vdg^tales, Leur utilisation poux cribler une banque 
d'ADNc de topinambour dans le phage lambda gt1 1 , obtenue 
30 k partir de tubercules Induita pour la surexpression de la 
CA4H, a perrais d'isoler un fragment d'ADNc de 1130 bp 
present ant des sequences caracteristiques de cytochromes 
P450 bactdriens, fonglques ou anlxaaux* Ce fragment a et^ 
ensuite utilise comae sonde pour cribler une deuxieme 
35 banque d'ADNc de topinambour dans le phage l am bd a gtIO 

constxuite pax amorcage a l*oligodT, Ceci a permis d'iso- 
ler un clone de 16 OB bp qui presente toutes les sequences 
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Ulusrres egalemem les sites de restriction creees en bordure de S 
Fragments amplifies. En figure 13B est montre le rentpUcement du 
terminates PGK par la region 3" ao„-codante d'un gene de la NADPH 
cytochrome P450 reductase d e la levure dans le vecteur pYEDP51 
:> figure 13C est montre le remplacement de 1'origme de replication ■> 
microns de levure par la region 5" non-codante du gene de la NADPH 
cytochrome P450 reductase de la levure daw l e vecteur pYEDPlOO U 
vecteur integratif ainsi obtenu est nomine "pYEDPllO", 

tn , * ,a figUre 14 I* structure ph y »que 'du locus Yred dans 

10 les differentes souches, 

- la figure 15 represente un tableau recaptmlatif dans lequel som 
rapportees les resistances de s differentes souches au keroconazole les 
activites NADPH cytochrome P450 reductase mesurees (en nmoles cyte 
redult/min/mg de proteine, microsomales) sur des preparations de 
microsomes, ainsi que 1'apdtude a effectuer 1* conversion du tr-cinnamate 
en coumarate. ^appreciation +++ indique que la reaction de 
bioconversionest complete en 30 minutes, 

- les figures 16A a 16D representent des separations en HPLC des 
metabolites obtenues apres l'incubatlon des souches CU. C21, C100 et 21/21 
en presence de 10 m de tr-clnnamate. Le paracetamol present sur les 
chromatogrammes est ajoute dans les echantillons analyses comme 
coatrdle interne de I'efficacite d'extractlon. 



15 



20 
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caracte*ristiques d'un P450 et la sequeace complete est 
montr^ en figure 1 . Cet ADNc peut Stre identifie 1 coKme 
^tant celui de la CA4H de topinaxnbour pour les raisons 
suivantes : a) les pH ieo^leetriques de la proteine pu- 
5 riflde et celui calculi du polypeptide issu de I'ADNc, 
sont tous deux voisins de pH 9,0 b) l'antioorps anti- 
CA4H xeconnait dans la banque d r expression un polypeptide 
de fusion, presentant des sequences caractdristiques de 
P450 c) la partie 5' terminale du polypeptide ddduit de 

10 l'ADMc isol£ pax criblage imnrunologique avec un anticorps 
specifique anti-CA4H est totalement identique a la se- 
quence N- terminals de la CA4H purifiee. 

Nous disposons done de la premiere sequence nucl£o- 
tidique codant pour un cytochrome P450 d'origine v^g^tale 

15 de fonctian connue, de*termin£e a ce jour. 

1.2) Fsolement de l'ADNc du cytochrome P450 catalvsant 
1'hvdroxvlation du tr-cinnamate dans des feunes nlanttiles 
d'Arabidonsis thatiana. 
20 La faisabilite de l'lsolment d'un ADNc codant pour la CA4H dans 

une banque d'ADNc totale d'une autre espece vegetale, et plus 
p articulierement dans une banque d'ADNc totale faite a partir de jeunes 
plantules d'Arabidopsis thallana, en uulisant la region codante de la CA4H 
topinambour comme sonde pour one cross-hybridation inter-especes, se 
25 fonde sur deux hypotheses: 

a) les ADNc codant pour une proteine a fonction 
identique som suffisammenx conserves dans le regne vegetal pour 
permenre leur detection par cross-hybridation inter-especes a stringence 
reduite; 

30 b) la CA4H etant un cytochrome P450 ubiqultaire dans le 

regie vegetal, dont les produites finals de metabolisatiion ont des rotes 
cruciaux poor la plante entitre (support structural des cellules, protection 
superficielle, defense contre les pathogenes, protection contre les 
rayonnements UV)» les ADNc codant pour cette enzyme dolvent etre 

35 enrichis dans une banque d'ADNc faite a partir de jeunes plantules en 
pleine phase de croissance. 
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Comme materiel de depart pour le cLonage inter-espece par 
cross-hybridation, on a choisi une banque d'ADNc d'Arabidonsis thajj flpa 
faite a parrlr de Jeunes plantules au $tade deux feuiiles, bien connue e 
rhomme de metier, et publiee dans ia litterature scientifique (NONET et al. t 
5 1992, Plant 2, pp 417-422). La complexity de cette banque a ete estimee a 
2,5 10 6 de clones independents. 

100 000 clones du stock original glycerol* de cette banque d'ADNc ont et£ 
etales sur 20 boites petri ( 12 cm x 12 cm) LB/ampicilline a raison de 500 
clones/bolte. Apres 8 heures d'incubation a 37°C, ies colonies 

10 bacteriennes sont transferees sur membrane Hybond N (Araersham) selon 
les methodes classiques preconisees par le fabricant. La prehybridation, 
ainsi que l'hybridation ont et* conduits en conditions standard bien 
connues de rhomme du metier, mais a une temperature de 55*C pour tenir 
corapte de Tutilisation d'une sonde heterologue, 200 ng de 1'ADNc de la 

15 CA4H topinambour decrit sous 1.1 ont £te marques au 32P en se servant du 
random priming kit fourni par Biolabs et 10 8 cmp sont utilises lors des 
hybidations. 12 clones montrant un signal d'hybridation lors du premier 
tour de criblage ont ete ensuite soumis a 2 cycles d'amplifi cation, resultant 
en deux clones independents, pATCA4H2 et pATCA4H9, a tres fort signal 

20 d'hybridation. Le clone pATCA4H2 possede un insert vegetal d'environ 
1,8 kb, compatible avec un ADNc complet codant pour un cytochrome P450. 
Cet insert a 616 ensuite sous-clone dans le vecteur de sequence pKSIl 
fourni par Stratagene* La sequence eniere de l'insert a dte* lue sur ies deux 
brins par la creation de deletions progressives unlateraies a I'exonucl^ase 

25 in en suivant les conditions standard decrites dans la litterature 
scientifique. Pour le sequencage de l'ADN douhte-brin, le T7 polymerase 
Sequencing Kit fourni par Pharmacia a ete utilise selonles conditions 
preconisees. La sequence de 1 735 bp conu'ent une phase ouverte de 
lecture de 505 acides ajnines, qui presente 8S,9% d'bomologie avec la 

30 sequence de la CA4H de topinambour. On a ainsi identifie* ia sequence 
d'ADNc codant pour la dnnamate 4-hydroxylase a cytochrome P450 d'une 
source v^getaie differente par cross-hybridation inter-especes. La 
sequence entiere est montree en figure 12. 
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H) CWNAfiB 0AN8-PB vEcnaffiE ^razg^SIQR^^UC ATiFS ou 

FNTFORATTFS DE SACCHA^MYr^,, C^EVTST AE D^ADNr 
CODA NT POUR PES CYTOCHTlOMTft P^O VF^T^TAUX ET DP 
CTTOCHKOME F45Q REDUCTASES VT^GETAlg 

5 

Afin de pouvoir coexprimer de facon tr&s efflcace i'activite de 
cytochrome P450 vegetaux ehez Saccharomyces cerevisiae, les outils 
suivants ont £te mis en oeuvre : 

- ia souche haplolde de Saccharomyces cerevisiae PS 1-3U. Cette 
10 souche est totalement isogenique a la souche parent*Ue W 303. IB, 4 

P exception du promoteur naturel du gene eadogene de la P450 reductase, 
qui a 6te avantageusemem remplace par le promoteur Inductible 
GAL10/CYC1. De cette facon, la souche PES 1-3U surproduit sa propre P450 
reductase lorsqu'eUe est cultivee en milieu galactose* Son obtenxion et sa 
15 description d£taill6e fait l'objet d'une demand* de brevet PCT/FR 91 08884 
et est egalement publiee dans la litterature scientiflque (TRUAN et aU 
1993. Gene 125, pp. 49-55); 

- le vecteur replicatif che2 Saccharomyces cerevisiae pYEDP 60. Ce 
vecteur permet Pexpression sous le controle du promoteur inductible 

20 GAL1CKTTC1 d'ADN heterologues dans la levure. La construction de pYEDP 
60 a M d^crite dans la litterature scientiflque (URBAN, CULLiNET, 
POMPOM, 1990, Biochimie, 72, pp, 463*472) et une description schematique 
est montree en figure 3; 

- le vecteur integrattf chez Saccharomyces cerevisiae pYEDP 100* Sa 
25 construction se fait en deox etapes qui seront reprises plus en detail id : 

Etape 1 ; r amplification par PGR des regions 5* et 3 f flanquantes du 
gene de la NADPH cytochrome P450 reductase de levure, qui serviront de 
bornes de recombinaison homologue lors de 1'integration ciblce* 
Comme matrice, on utilise le plasmide pGPl qui est caracterise par 

30 Tinsertion d f un fragment Hind m d'environ 9 kbp de PADN genomlque de 
levure contenam le gene de la NADPH cytochrome P450 reductase de 
levure, dans le vecteur pUC 19- Les oligonucleotides servant d'amorces 
pour ^amplification par PGR ont ete concur de facon a ce que les 
fragments d'ADN amplifies soient hordes par des sites de restrictions utiles 

35 lors de futres sous-clonages. Pour plus d'alsance, les fragments de PCR a 
bouts francs sont d'abod sous-clones dans le vecteur pUCl9, avant de 
recuperer les fragments d'ADN aux bouts compatibles par digestion 
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enzymatique de l'ADN circulate. Plus preciseraeht, on recupere la panle 
5* (638 bp en amont de l'ATG d'Lnitlatlon) non codante sous forme de 
fragment Bgl H-Hind III, la partie 3' non<odante (410 bp en aval du TAA 
contenant le terminateur YRcd) sous forme de fragment EcoRI-Pvu U, 
5 L'etape 1 est schematiquement illustree en figure 13A. 

Etape 2 : Sous-clonage du fragment EcoIU-PvuIl dans le vecteur 
d' expression pYEDPSl, 

Le vecteur pYEDPSl (figure 13B) est ua precurscur du vecteur publie 
pYEDP60, auquel manque le marqueur geiletique ADE2- L?. double digestion 

10 par EcoRI et PvuII results en un fragment d'ADN lindaire de XXXX bp 
correspondent au vecteur pYEDPSl auquel ont ete enlevcs wae partie des 
sites uniques de clonage (Smai et Sad), le terminateur PGK ainsi qu'une 
partie des sequences de pUC entre le terminateur et Je site PvuII. Apres 
purification sur gel d'agarose, le vecteur est redrcularise par ligation en 

15 presence du fragment EcoRI-PvuIL Le vecteur pYEDPlOO ainsi construxt 
est caracterise en ce que le terminateur PGK a ete remplrxc par 410 bp de 
la region 3* non-codante du gene de la NADPH cytochrome P450 reductase 
de levure contenant son terminateur. 

Etape 3 : Sous-clonage du fragment Bgl II-HindHI dans le vecteur 

20 d'expresslon pYEDP 100. 

La. double digestion par Bgl II ct Hindu! du vecteur pYEDPlOO resuke en 
trois fragments lin€alres de 4 561 resperrivement M bp. Le fragment de 
4 561 bp correspond an vecteur pYEDPlOO, hormis Toriglne de replication 
autonome de la levure* qui a ete excise lors de la double digestion. Ce 

25 fragment lineaire est recircularise par ligation en presence du fragment 
Bgl U-HindIII, comprenani 638 bp de la region non-codants du gene de la 
NADPH cytochrome P450 reductase en amont du promoicur. Le vecteur 
pYEDPHO de 5 200 bp ainsi construit (voir figure 13C) peut etre propage 
chez E. coli grace a l'origine de replication bacterten* peir centre il ne 

30 pent plus se repliquer chez la levure, De plus, lors d>?jae direction Notl 
(deux sites crees par PGR) du vecteur pYEDPHO libera wa fragment d'ADN 
bord6 de regions 5* et 3* non-codantes du gene de la NADPH cytochrome 
P450 reductase de levure, qui serviront de borues de recombinaison pour 
recombinaison homologue, Entre ces deux regions d'homologie se 

35 trouvent le marqueur genetique URA 3 et le promoteur GAL?.0/CYC1 sivi de 
sites de restriction uniques, utiles lors du clonage des sequences 
heterologues a exp rimer. 
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Les 4 ADNc v^gctaux prls en consideration pour le sous-clon.?.E<» dans les 
vecteurs d'expression de levure pYEDP60 et pYEDPHO en vue de la 
coexpression d'une activite cytochrome P450 v£getale dans 
Saccharomyces cerevisiae sont : 
5 - CA4H de topinambour 

- <"A4H d'Arabidoosis thaliana 

La sequence enn*rc de ces deux ADNc est donnee dans les figures 1 et 12 : 

- ATR1 

- ATR2 

10 Ce sont deux ADNc codant pour deux NADPH cytochrome P450 reductase 
isoles par complementation fonctionnells dans une banque dl ArabjdoDsis 
rhatiana bien decrite dans la Urterature stientifique (MTNET et al., 1992, 
Plant J- 2, pp. 417-422). Leur obtcntton et leur caracterisatlon sont decrites 
dans la demande de brevet en France n* 92 04491. * 
15 Le sous-clonage des phases de lectures ouvcrtes, a i'exception des 
sequences non-codantes, afin de dormer le meilleur enviroanemsnt pour 
la transcription efficace, se faisant de maniere ideniique pour les deux 
vecteurs en question, on ne reprend lei en detail que le clonace de la 
CA411 de topinambour dans le vecteur pYEDP60» illustre fisnns 2. 
20 La m£thode de clonage sche*matisee en f igv.re 2 fait 

appel a une dtape d' amplification par PCR, qui par un 
choix judlcieux des oligonucleotide a servant d f amorces 
pour la PCR* rdsulte an l 1 amplification selective de la 
region codante de la CA4H, de*barrasae l'AJMc amp 1 if id das 
25 bordures 5 1 et 3' non-codantea et introdult <£galement des 
sites de restriction convenables pour la suite du sous- 
clonage* Apres un passage du fragment d'ADNc amplifie* 
possedant des bouts francs dans pUC 19 dlgerc* par Sroal, 
le plasmide pCA4H ainsi obtenu est ensuite dlgdre par des 
30 enzymes de restriction adelguats flanquant Is fragment 

d'ADNc, qui ont 6te prealablement introduits par PCR* Le 
vecteur de levure pYEDPSQ est ensuite dig£rd au niveau 
du site de multiclonage situe entre le promoteur GAL10/ 
CYC1 et le terminateur PGK de facon a generer un vecteur 
35 line 1 aire comprenant des bouts compatible 3 eivsc le frag- 
ment d'ADNc contenant la region codante de la CA4H- Puis 
on proceda a la recircularisation dans un milieu reaction- 
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nel comprenant le vecteur linearise , le fragment d 1 ADNc 
contenant la CA4H et de la ligase. Le vecteur recircula- 
rise ainsi obcenu contient les sequences necessaires a la 
propagation chez E* coli (origine de replication et le 
5. gene bla conf£rant la resistance a 1 1 ampicilline chez 

E„ coli), a la propagation chez S* cer <arigine de repli- 
cation chez $* cer et les gines UBA3 et ADE2 permattant 
de complementer les auxotrophies de la souche hdtc) , ainsi 
que les signaux de regulation permettant 1' induction de 

*0 1 • expression de l , ADNc codant pour la CA4H en milieu ga- 
lactose {figure 2). Toutes les m£thodes utilises afin 
de r^aliser ce clonage sont des ra^thodes standard et bien 
decrites dans des livres de reference (Sambrook, Fritsch 
and Maniatis, 1989 r Molecular Cloning, 2 ed- , CSH Labora- 

15 tory Press) - La construction du vecteur de levure 

pYEDP 60 a £t£ d£crit dans la literature (Urb*n, Cullin 
et Pompon, 1990, BlocMmier 72, pp 463-472). 

Les vecteurs alnsi obtenus som : 

20 - pYEDP60/CA4H (CA4H topinambour) 

- pYEDP60/CA4HAT (CA4H d'Arabidopsis) 

- pYEDP60/ATRl 

- pYEDF60/ATR2 

- pYEDPl 10/CA4H 
23 - pYEDPl 10/CA4HAT 

- pYEDPHO/ATRl 

- pYEDPl 10/ATR2 

III) CQMSTHUCnON d*un ensemble de squches exprtmant 

30 EXCLUSIVEMTiNT LES A CTIV1TES CfrAft QJJ NADPH 

rvTncwttOMF P45Q REDUCTASE P'ORIGMB VEGETAL 

Les vecteurs pYEDPl 1Q/CA4H, pYEDPl 10/ATR1, pYEDPl 10/ ATR2 
sont soumis a une digestion exhaustive par NotL Le melange de digestion 
35 est ensuite pr6cipttd et utilise sans aueun traitenient pour la 
transformation de la souche W303. IB. En effet, seul le fragment ponant 
les sequences heterologues derriere le prbmoteur GAL10/CYC1 peut 
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conferer a la souche transformee un phenotype Ura 3* apres interarton 
de la cassette d'expressjon dans ie locus de la NADPH cytochrome P450 
reductase de levure en se servant des bordures 5' et 3' non-codantes pour 
la recombinalson homologue. La persistance d'une petite fraction de 
5 vecteur non-digere non deceiable en gel d'agarose ne peut pas conduire a 
un phenotype ura+, le vecteur pYEDPllO u'etanr plus capable de se 
propager che2 la levure en 1'absence de l'origine 2 *i (voir figure 13C). 
Ainsi, on procede par recombinalson homologue au remplacement du 
gene endogene de la NADPH cytochrome P450 reductase de levure par la 

10 cassette d'expression portant le gene heterologue d'interet. 

Le melange de transformation est crate sur des boites ura-, les 
clones capables de pousser en Tabsence d'uracile sont ensuite analyses 
par southern-blot genomique pour verifier s'll y a Wen eu 1 'integration 
des sequences heterologues au bon endroiL Un deuxieme contr6le de 

15 Tevenement d'integration consiste dans la mesure de la resistance des 
souches recombinantes au ketoconazole, un anrifonglque inhibiteur du 
cytochrome P4S0 C 1 4-dem ethy lase de la levure. En effet, il a ete montre 
que la perte du gene de la NADPH cytochrome P450 reductase induic le 
phenotype d'hypersensibilite au ketoconazole (Sutter et Loper, 1989, 

20 Biochem. Biophys, Res. Comm., 160, pp* 1257-1266)* Le tableau 1 ilhistre 
bien que, lorsque le gene de la CA4H de topinambour a ete integr£ en lieu 
et place de la NADPH cytochrome P450 reductase de levure, la souche 
WCA41 devient hypersensible au ketoconazole. Par contre, les souches 
WAT11 et WAT21, ayant acquis les ADNc d'ATRl (WAT11) ou d'ATItt 

25 (WAT21) par recombinaison homologue sont resistants au ketoconazole, 
mais a un degre moindre que la souche parentale W303. IB, ce qui reflet e 
le couplage moins efficace des NADPH cytochrome P450 reductases 
vegetates avec le cytochrome P4S0 de la levure par rapport a la NADPH 
cytochrome p450 reductase endogene. Ce phenotype de resistance au 

30 ketoconazole est induit en milieu galactose, ce qui prouve bien que la 
resistance est due a t'acuvite de la NADPH cytochrome P450 reductase 
heterologue sous contrdle du promoteur GAL10/CYC1, 

En resume, en utfiisant les vecteurs integradfs pYEDP110/CA4H. 
pYEDPiiO/ATRX, pYEDP/ATR2 pour transformer la souche W303.1B, on a 

35 obtenu les souches suivantes : 
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WATll: 

Certe souche est caracterisee en ce que le gene de la NADPH cytochrome 
P450 reductase de levure est remplace par ceiui d'Arabidopsis. qui est sous 
5 controle du promoteur GAL10/CYC1. Ainsi cette souche surexprime 
l'activite NADPH cytochrome P450 reductase ATI lorsqu'elie est cultivee en 
milieu galactose. 
WAT21 : 

Cette souche est caracterisee en ce que le gene de la NADPH cytochrome 
10 P450 reductase de levure est remplace par cehii d'Arabldoosis. qui est sous 
controle du promoteur GAL10/CYC1. Ainsi cette souche surexprime 
l'activite NADPH cytochrome P4S0 reductase ATR2 lorsqu'elie est cultivee 
en milieu galactose. 
WCA41- 

15 Cette souche est caracterisee en ce que le gene de la NADPH cytochrome 
P450 reductase de levure est remplace par celul de la CA4H de 
topinambour, qui est sous controle du promoteur GAL10/CYC1. Ainsi cette 
souche surexprime la CA4H lorsqu'elie est cultivee en milieu galactose, 
mais aucune activite n'est mcsurable en l'absence de NADPH cytochrome 

20 P4S0 reductase susceptible de transferer les equivalents reducteurs au 
cytochrome P450, necessaires pour son activite. 

Une illustration schematique du locus de la NADPH cytochrome P450 
reductase de la souche parentale, ainsi que des souches recombinantes 
construites. est donuee en figure 14. 

3.n Transformation des souches WAT21 WCA41. PES 1-3U i 

a) La souche WAT 11 est transformed pair le vecteur 
pYEDP110/CA4H de facon a surexprimer simultanement en milieu 
galactose la CA4H de topinambour sur piasmide ex la NADPH cytochrome 

30 P450 reductase d'Arabldoosis ATR1 pour constltuer un complexe 
hydroxylant actif d'origine entierement vegetale. La maintenance du 
piasmide rSplicatif se fait par selection du phenorype Ura«- ou Ade+, 
apportes par le piasmide replicatif. Cette souche est nommee 
uiterieurement WAT11/CA4H. La transformation est cffectuee selon une 

35 methode standard au chlorure de lithium (POMPON, 1988, Eur. J. Biochem., 
177, pp. 285*293). 
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b) La souche WAT21 est transformee ppj le vecteur 
pYEDP110/CA4H de facon * surexprimer simultanemcat en milieu 
galactose la CA4H de topinambour sur piasmide et la MADPH cytochrome 
P450 reductase d'Arabld onsis ATR2 pour constituer un complexe 

5 hydroxylant actif d'origine entierement vegetate. La maintenance du 
piasmide repiicatif se fait par selection du phenotype Ura+ ou Ade*. 
apportes par le piasmide repiicatif. Cette souche est nommee 
ulterieurement WAT2I/CA4H. La transformation est effcctuee selon une 
methode standard au chlorure de lithium (POMPON, 1988, Eur. J. Biochem., 
10 177, pp. 285-293). 

c) La souche PES 1-3U est transformee par le vecteur 
pYEDPl 10/CA4H de facon & surexprimer simultancmcnc en milieu 
galactose la CA4H de topinambour sur piasmide et la NADPH cytochrome 
P450 rerductase endogene pour constktuer un complexe hydroxylant actif 

15 d'origine mixte* Cette souche est nommee ulterieurement "WRCA". 

d) La souche WCA41 est transformee par le vecteur 
pYEDPHO/ATRl de facon & surexprimer slmultanement en milieu 
galactose la CA4H de topinambour integree et la NADPIi cytochrome P4S0 
reductase d'Arahidopsis ATR1 sur piasmide pour constituer un complexe 

20 hydroxylant acrif d'origine entierement vcgetale. La malnteuantce du 
piasmide repiicatif se fait par selection du phenotype Ura* ou Ade* , 
apportes par le piasmide repiicatif. Cette souche est nommee 
ulterieurement * WCA4 1 / ATR1 La transformation est effectuee selon une 
methode standard au chlorure de lithium (POMPON, 1988, Eur. J. Biochem., 

25 177, pp. 285-293), 

e) La souche WCA41 est transformee par le vecteur 
pYEDPllO/ATRl de facon & surexprimer simultanement en milieu 
galactose la CA4H de topinambour integree et la NADPH cytochrome P450 
reductase d'Arabldopsia ATR2 sur piasmide pour constituer un complexe 

30 hydroxylant actif d'origine entierement vegetate. La maintenance du 
piasmide repiicatif se fait par selection du phenotype Ura* ou Ade* f 
apportes par le piasmide repiicatif. Cette souche est nommee 
ulterieurement "WCA41/ATR2". La transformation est effectuee selon une 
methode standard au chrorure de lithium (POMPON, 1938, Eur, J. Biochem-, 

35 177. pp. 285-293), 
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IV) CONSTRUCTION DE Sfl-UCHES DE I.EVURES WriPIPES. 
rnp^flffrfANT PE MANtBRE STABLE LES ACTTVITES 
CYTOCHROME P450 HHTEROLOGUES ET NADPH CYTOCHROME 
P4 5Q fl Jg pUCTASES HOMOLOGIES OU HETEROL OGIES. 

5 

Les s ouches de levures transform6es decrites ci-dsssus dolvent 
£ire maimenues en milieu s61ectif, afln d'assurer la persistence du 
plasmide qui apporte Vun des composes du complexe hydroxyiant actif, 
Avantageusement, on s'affrancit de cette pression de selection par la 
10 construction de souches ay ant integre de maniere stable une copie de 
chacun des ADNc codant poux ia CA4H, notammeat de topinambour et une 
NADPH cytochrome P450 reductase notamment d'Arabidopsis. De telels 
souches sont facilement obtenues par croisexnent de deux souches 
haploldes de signe sexuel oppose. 
13 Comme leur souche paremale, les souches WATll, WAT21 et WCA41 sont de 
signe sexuel (mating type) a. Grace a la technique du plasmide Ho 
appliquee selon la m£thode pubiiee (Methods in Eazymology, voL 194, pp. 
132-146), le signe sexuel est £chang£ en<x Les souches WATll w, WAT21a, 
WCA41a sont done totalement isogeniques ( a r exception du locus sexuel) 
20 aux souches WATll, WAT21 et WCA41. 

Le test de diploidie des croisements WATlla x WCA41a et WAT21 x WCA41* 
se fait selon les m£thodes classiques de g€nie gen€tique de levure bien 
conmies de 1'homme du metier. Comme contrdies internes iors des mesures 
de bioconversion mettant en oeuvre i'activit6 CA4H sont egaiement inclus 
25 les croisements WATll x WATll(ll/ll) f WAT21 x WAT21 (21/21) etWCAx 
W100 (integration de la cassette d r expression vide, voir figure 15)* Aucune 
activity CA4H ne dolt tee decelaMe dans ces souches. 
Les souches diploides ainsi obtenues, nominees Cll (WATll x CWA41) et C21 
(WAT21 x WCA41) totalement isogeniques sur les alleles a l'exeeption des 
30 loci de la NADPH cytochrome P4S0 reductase de levure qui portent 
respectrvement une copie du gene de NADPH cytochrome P4S0 reductase 
d'Arabidopsis et une copie du gfene de CA4H de topinambour. 
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V) CARACTERISATION DE L'ACTfVTTE CA 4H VKCFTATP r^ N ff 
DTFFBRENTES. TOUCHES DE LEVURE FN PRESENCE HP flArwp 
CYTOCHROME P450 REDUCTASES VEGETATE ENPOGENESL 

La CA4H, cytochrome P450 ubiquitaire dans le regne vegetal, 
catalyse l'hydroxylation du cinnamate en position 4 pour dormer du 
coumarate* En vue de Tapplication de souches de levures recombinantes 
comme biocatalyseurs afin d'y effectuer des reactions chimiques precises, 

10 par la voie de la biotechnologie, il est indispensable de prouver, dans un 
premier temps, que le substrat ainsx que le produit forme sont stables dans 
le milieu reactionneL Avantageusement, le substrat rentre sans aucune 
restriction apparente dans le biocatalyseur et le produit de la reaction au 
Cytochrome P450 ne s'accumule pas dans la cellule mais est exporte dans le 

IS milieu ou Ton petit le recuperer faciiemenL Avantageusement encore, on 
s'assure que nl substrat ni produit ne sont toxiques pour la cellule a des 
concentrations compatibles avec un procedS de bioconversion. 
A cette fin, on realise des cultures de Cll et C21 en milieu YFGAL, WRCA. 
WAT1 1/CA4H, WAT21/CA4H. WCA41/ATR1 et WCA41/ATR2 en milieu 

20 minimum galactose jusqu'a OD-3 (fin de phase de croissance 
exponentielle); on ajoute 100 nM trcinnamate, puis on incube pendant 30 
minutes a 30°C sous agitation moderee. 

Le precede d 'extraction et la separation par HPLC sont decrits en 
detail au paragraphs 6.4) ci-apres, 

25 Au tableau 1 sont indiquees les mesures de la bioconversion. 

L'appreciation +++ indique que la bioconversion a et£ complete, plus 
aucune trace de cinnamate residue I peut etre decele. L' ensemble des 
spectrogrammes montrgs en figure 7 montre bien que la conversion 
cinnamate — •> coumarate est due a la presence de la CA4H, puisque ies 

30 souches contrdle 11/11, 21/2let CI 00 ne montrent aucune apparition de 
pic correspondant au coumarate. Egalement* il est clair qu'en 1 'absence 
d , acirvir£ CA4H, le cinnamate est stable dans le milieu reartonnneL 

Une caracterisation plus tine de la CA4H vegetate exprimee chez 
la levure est donnee avec l'exemple de la souche WRCA. 
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VP Caracterisation de l r a ctivate enzvmatlgug de la CA4H 
chez S,«. cer* 

o.n Description de 1 ' environnement gSnetique de la .souche 
WRCA 

En figure 3 est schematis^ela souche de levure 
WRCA qui a ete construite de faeon a surexprimer simulta- 
nement en milieu galactose la CA4H exogfene et la P4 50 
Reductase endogfcne* La souche WRCA est obtenue par trans- 
formation de la souche PES 1-3U par le plasmide pCA4H/ 
YeDPSO dScrit ci-dessus. La souche PES 1-3U, qui porte 
coznme mutations connues Ura3, Ade2, His1, et Leu2, a ete 
transform^ selon une methode standard au chlorure de li- 
thium (Pompon, 1988, Eur, J. Biochem., 177, pp 285-293), 
suivie d'une selection pour la restauration du phSnotype 
15 Ade+ qui est apporte en presence du plasmlde. La souche 
PES 1 -3D, dont la description detaillee fait objet d'une 
demande de brevet en Prance n* 91 08884 , a dt4 d£po s *e 
aupres de la Collection Nationale des Cultures et de 
Klcroorganismes le 17 mars 1992, sous le num£ro da d^pdt 
20 t-1187. Cette souche haplolda (mating type alpha) est 
completemeat isogeniqua h la souche de laboratoire 
W303.1B, sauf la region proraotrice precedant la phase 
codante de la P450 Reductase endogene, qui est modifiee 
par recambinaison homologue de facon a remplaeer le pro- 
25 moteur natural de la P450 Reductase par le prostoteur in- 
duct ihle GAL10-CYC1* 

6.2 Determination de la concentration en Cytochrome 

P450 dans la fraction mlcroaomale de la souche WRCA 
On realise une precultuxe (150 ml) de la souche 

30 WRCA en milieu SW5 a 28 °C sous agitation moderee (100 rpm) 
jusqu 1 * une densite cellulaire de 3 OD, puis on ajoute 
1 vol/vol de milieu YFGAL (induction de la CA4H et de la 
P450 Reductase) et on continue la culture jusqu'a une 
densite cellulaire de 10 OD. On arrete la culture par 

35 centrifugation des cellules puis on procade.a la prepara- 
tion des microsomes selon un proc£d£ standard imp li quant 
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la casse m^canique des cellules (Cullin et Pompon, 1988, 
Gene, 65, pp 203-217). On obtient ainsi une solution 
homogene de microsomes de 2,8 ml, conserv4e a -B0°C sous 
forms d'aliquots de 100 tnicrolitres , et qui sert de solu- 
5 fcion. stock pour toutes les experiences decrites par la 
suite* Pour mesurer la concentration totale en prolines 
dans cette solution stock de microsomes on se sert de ,1a 
mfithode de Pierce avec la serumslbumine comme standard* 
La concentration globale en Cytochrome P450 contenu dans 
10 ces microsomes est mesurde par spectrophotom£trie di f 
rentielle selon la methode decrite par Oraura et Sato 
(1964, J. Biol* Chem. 239, pp 2379-2387) qui met en evi- 
dence la formation du pic caraetdristique d' absorption 
autour de 450 nm du Cytochrome P450 rdduit apres fixation 
15 d'une molecule de monoxide de carbons sur I'atoma fer du 
chromophore, par rapport a la forme reduite du cytochrome 
P450 en absence de monoxide de carbone , Plus prdcisement, 
otL repartlt . dans deux cuvettes spec tr opho tome* triques des 
quantity s £gales de la solution stock de microsomes 
20 (environ 2 mg de protdines toales) dilute 10 fols dans 
un, tampon compose" de 50 mH Tris-Hcl pH 7,4 et 1 mM EDTA 
et a laquelle on a a j out 6 auparavant quelques graines de 
dithionlte de sodium afin de require totalement les cyto- 
chromes P4S0 presents dans les microsomes et de consommer 
25 tout oxygene llbre dissous dans la solution. Les deux 
cuvettes contenant des quantity s egalas de microsomes 
results servent a faire la ligne de base entre 400 et 
500 nm.. On fait ensuite barboter une dlzalne de bulles 
de monoxide de carbone dans la cuvette d'essai, ce qui 
30 mehe a la formation du pic d" absorption vers 450 nm dO 

a la fixation du monoxide de carbone a I'lon fer du groupe 
heme present dans le cytochrome P450, pax rapport aux 
microsomes results dans la cuve temoin. En se servant du 
coefficient d' absorption qui est de 91 mM" 1 .em 1 pour 
35 les cytochromes P450 on paut d^duire diractement de 1 1 am- 
plitude du pic la concentration totale en cytochromes 
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P450 corvtenu dans les microsomes. Dans la figure 4 est 
montre le spectre de difference en presence de monoxide 
de carbone obtenu avec une solution de microsomes 10 fois 
diluee de la solution stock, A partir du spectre qui 

5 montre le pic caracteristique & 4 S3, 5 nm, nous avons de- 
termini la concentration global© dans les microsomes 
apres induction est de 1,2 micromolaire * La culture de 
controle (PES 1-30) ne montrant dans les loSmes conditions 
experimentales et les memes conditions de sensibilize au- 

10 cune trace detectable de cytochromes P450 nous pouvons 
conduce que le pic observe avec les microsomes de la 
culture induite de la souche WRCA doit provenir de 1' ex- 
pression de l'ADNc de la CA4H but le plasmide. 
6 3 Obtention d'un spectre de perturbation de type I 

15 suite i l'ajout de l'acide tr-cinnamioue aux micro- 

somes olatenus a partir de la culture induite .de la 
souche WRCA 

Une des proprietes les plus interesgontes des cyto- 
chromfis P450 est la possibility de pouvoir monitorer 

2D 1 ' inter action de differentes molecules avec le site actif. 
En effet, la force du champ des ligands determine des 
spectres typiques et bien codifies (type I, II qu I in- 
verse^ . Les spectres de type 1/ caracteriaant generalement 
1 * interaction d'un P450 avec son substrat specifique, 

25 sont de" finis par la formation, d'un pic negatlf vers 

420 nm et d'un pic positif vers 390 nm suite a la fixa- 
tion du substrat au cytochrome P450. Af in de fournir une 
preuve supplementaire que le pic a 453,5 nm observe" en 
figure 4 est bien du a la presence de la CA4H de topinam- 

30 bour dans les microsomes de levure et que la proteines y 
est sous une forme active capable de fixer son substrat 
propre, il * £t<5 tentS d'obtenir un tel spectre par I'ad- 
jonction du tr-cinnamate aux microsomes. Plus precisement, 
on rdpaxtit des quantitds egales de la solution stock de 
35 microsomes {culture induits de la souche WRCA) diluee 
10 fois dans un tampon contenant 50 mM Tris-Hcl pH 7 f 4 
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et 1 mM EDTA dans deux cuvettes spectrophotom^triques , En 
presence d'oxygene dissous dans le milieu, on peut rai- 
sonnaLblement supposer que les cytochromes P450 dans las 
microsomes sont sous leur forme oxydee, ayant fixe* de 
5 i'oxygene sur le groupe heme. Une ligne de base est faite 
entre 370 et 490 nm avec les deux cuvettes identiques . 
Puis on ajoute a la cuve d'essai du tr-cinnamate h une 
concentration de 100 micromolaire, et on realise un 
spectre differentiel absorption (cytochrome P4 50 oxyde 

10 versus cytochrome P4 50 oxyde plus substrat specif ique) 
entre 370 et 490 nm, Dans la figure 5 est montre l'ob- 
tention d'un spectre de perturbation de type I caracte*- 
ristique d'un P45Q apres fixation de son substrat, en 
utilisant la mSme solution stock de microsomes que sous 

15 6.2 qui montre bien la formation d'un pic neqatif impor- 
tant a 418 nm et d'un pic positif a 390 nm apres l'ajout 
du tr-c innamate ♦ Ce meme type de spectre differentiel 
a ete observe apres l'ajout du tr-clnnamate a des micro- 
somes de topinambour (Benveniste et Durst , 1974, C.R. 

20 Acad. Sc- Paris 278D, pp 1487-1490), Ainsi le polypeptide 
issu de l'ADNc de la CA4H de topinambour possede toutes IC 
les caracteristlques spec tr ales d'un cytochrome P450 dans 
les microsomes de levure et est capable de fixer specif i- 
cruement le tr— clnnamate comma substrat* 

25 6 .4 Demonstration de la conversion du tr-cinnamate en 
tr-cov™ a rate par une culture de _WRCA en milieu ga- 
lactose 

XI est Indispensable de prouver que le spectre de 
perturbation observee suite a l'ajout du tr-c innamate aux 

^ micro somes contenant la CA4H de topinambour est correl^ 
a une activity catalytique de la CA4H qui resulte en la 
formation de tr-coumarate „ II est £galement tres impor- 
tant de prouver que le tr-cinnamate ne rencontre pas de 
barxlere de diffusion lore d'une culture de cellules en- 

35 tieres et que le coumarate forme sera accumul£ dans le 

milieu de culture, en vue d'une application de bioconv r- 
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sion sur cellules entires a l'dchelle industrielle . A 
cette fin l 1 experience suivante a 6te r£alis£e : 0,5 ml 
d'une preculture de WRCA en. milieu minimuai ont ete* ajout£s 
a 2 ml de milieu YPGAI* frals contenant 10 raicroM de tr- 
5 cinnamate, puis on ineubs a 27 °C sous agitation zaod6r£e . 
Apres 30 minutes, les cellules sont centrifugals et on pr6- 
leve 1 ml du surnageant auquei on ajoute 1 ml d'une solu- 
tion saturee en NaCl et 1 ml d 1 acetate d'ethyle. Apres 
avoir melange rigoureus«iment les deux phases sur vortex , 
!0 on s^pare les phases organiajue et aqueuse par centrxfuga- 
tion/ et on prdleve un aliquot de la phase organlque (ace- 
tate d'ethyle)- On evapore a I'air et on reprend dans une 
solution. 10 % methanol. 20 microllfcres de l'^chrattllcn soxxt separes 
par HPLC sur colonne CIS en se serv an t d'un gradiwxt lindaixe* 

15 
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COMPOSITION DU GRADIENT HPLC 



TABLEAU 1 



10 



TEMPS 
(min) 



DEBIT 
(ml/min) 



COMPOSITION 
A(%) B(%) 



15 



20 



0.00 
1.00 
15.00 

17.00 



1.00 
LOO 
1.00 
I -00 
1.00 



100 
90 
70 
40 

100 



0 
10 
30 
60 
0 



30 



A = 0.01% TFA 
B = Acetonitrilc 



35 
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Un £talonnage prdaJLable avec du tr-c ir^naaiate et 
du tr-coumarate conunercial pur avait deraontr£ qua sous 
les conditions de chroma tag raphia decrltes les deux pro- 
ducts sont bien s£par£s. En effet le couiuarate sort apres 
5 8 minutes environ, tandis que le tr~cinnamate sort apres 
11,5 min. En figure 6 est montr4 le chrcmatoo-rajrutte de 
1* dchantillon issu de 1' experience d^crlte ci-dessus,> La 
longueur d'onde de detection choisie 292 run est un 
compromis ou les deux substances absorbent bien. II est 

10 clairement visible qu'il ne reste plus que des quantity© 
negligeables et a peine d£tectables f alors qu'il app&ralt 
un seul pic majeur & la position du tr -counter ate * Ainsi il 
est demontre* que le polypeptide issu de l'ADMc v£g£tal 
clone' est bien une . en2yme ^. cytochrome P450 aur la base 

!5 de ses propria t£s speetrales et que con activity cataly- 
tique est l 1 hydroxy 1 at ion du tr-cinnaxaata en position 
quatre pour former le tr-eoumarate , sans apparition de 
produits secondaires. Le tx-cinnamate est apparemment 
accessible aux cytochromes P450 intraceliul aires , tandis 

20 que le produit de trans formation est retrouve* dans le 

surnageant. Ni substrat / ni le produit de la conversion 
soat apparemment toxique pour la levure. 

6 -5 Determination de la constante d* affinity de la CA4H 
pour le tr—cinnainate dans les microsomes de leyure 

25 l' amplitude totale observed, entre le maximum po- 

sitif a 370 nm et le pic n^gatifi a 41 S nm dans un spectre 
de perturbation de typa I, varie en f auction du substrat 
specif ique ajoute lorsque le substrat est en concentra- 
tion limitante par rapport aux cytoehroxaaa P450 capables 

30 de fixer ce substrat presents dans les rolcrosoiaes* Si 

I'on reporte les valeurs inverses das amplitudes d 1 absorp- 
tion mesux^es dans un spectre de perturbation de type I 
en fonction de la valeur inverse des concentrations crois- 
sautes de substrat ajGute" (representation de Lincweaver- 

35 Burk) , on obtient uixe droite et la constante d" affinity 
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du cytochrome P450 consider pour son substrat specifique 
pout itre calculi dir.ectement a partir du point d' inter- 
section de la droite avec 1 ' axe X. En figure 7. est montree 
une representation de Lineweaver-Burk exi reportant la va- 
5 riatioa de I 1 amplitude d' absorption, dans un spectre de 
type I en fonction du tr-cinnamate ajoute en quantites 
croissantes a des microsomes oxydes is'sus d'une culture 
induite de la souche WRCA, Les conditions exper invent ales 
etaat identiques a celles decrites sous 3-3 h l 1 exception 

10 des concentrations en tr-cinnamate utilisees allant de 
0,2, 1,0, 3,0, 10,0 h 30,0 microM, elles ne seront pas 
reprises ici. La. constanta d' affinity de la CA4H da topi- 
nambour dans les microsomes de levure en presence de la 
P450 Reductase endogene de levure ainsi aesur^a est de 

15 2,2 microM, ce qui est en excellent© concordance avec les 
va.leurs obtenues avec des microsomes de topinajrbour qui 
varient entre 1 et 10 microM selon les preparations (F. 
Durst, communication personnelle) * II est done Evident 
que la levure S. cer, foumit 1 1 environ ngment similaira a 

20 celui de la plant© pour 1* expression efficaca £o la CA4H. 
6-6 Determination da l'efflcacite de couplag-g entra la 
P450 Reductase do levure et la CA4H de toptnambour 
dans les microsomes de la souche WRCA 

Les cytochromes F450 ne sont pas autosuf f isanta 

25 pour effectuer l*hydroxyiation de leurs substrata* Le com- 
plexe enzymatique aefcif est constitu4 de deux composants, 
le cytochrome P450 et la P450 Reductase, qui assure la 
cheLtne de transport des dlectrons n£cessaires b 1' hydro- 
xy Lation du NADPH vera le Cytochrome P450, En cas de cou- 

30 plage parfait (illustre en figure 8) on observer a done 
la consommation d'une moldcule de NADPH par molecule de 
produit . forme . Aucun cytochrome P450 vegetal n 4 ay ant ja- 
mais ete exprime ches la levure, il est primordial de 
s 'assurer que la levure fournit l'environnement reducteur 

35 ad£quat a 1* activity enzymatique de la CA4H do topinambour. 
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Dans ce but 1 ' experience suivante a £t<5 r^alisee : un 
melange r^actionnel constitu^ de 6 oM da CA4H (dilution 
1 pour 200 de la solution stock de microsomes ) dans un 
tampan phosphate 50 mM pH 7,4 et de NADPH rtfduit 0,1 mg /ml 
est rdparti a parts egales dans deux cuvettes spectropho- 
tometer iques. La quantity de NADPH r^duit dans les deux 
cuves £tant identique, l 1 absorption dif f £rentielle ini- 
tial© mesur^e a 350 nn est z£ro* Puis on ajoute a la cu- 
vette d'essai du tr-cinnamate a la concentration finale 
de 10. tnicroM, En cas de couplage parfait on doit enregis- 
trer a 350 nm une diminution d'absorption correspondant 
a la cons ommat ion d'une quantitd £quivalente de tJADPH- 
En figure 8 est montre" 1* enregistrement de cette expe- 
rience. L'ajout de 10 nmoles de tr-cinnamate r^sulte en 
15 vma diminution de I 1 absorption initiale dems la cuve d'es- 
sai de 0,06 OD. 

En sa servant du coefficient molaixo du NADPH r£- 
duit (6 200 M~ 1 cm" 1 ) il eat facile de convertir la varia- 
tion d 1 absorption en moles NADPH oxydes . En effet, apres 
20 l'ajout de 10 nmoles de tr-elnnamate 9,7 nmoles de NADPH 
ont et^ oxydds, ce qui re suite en un facteur de couplage 
de 1,03. II est done Evident que la P450 Reductase de la 
levuxe est capable de parfaitement assurer la chaine de 
transport des Electrons vers la CA4H de topixuunbour afin 
25 de le faire fonctlonner . 

6.7 Determination de la Vitesse maxlmale de conversion 
de la CA4H dans les microsomes de levure ainsl Que 
le Km 

La Vitesse maximal e de conversion du cytochrome 
P450 vegetal masurde dans les microsomes de levure est 
une valeur tres importante pour apprecier si S. Cer est 
un outil industriel interessant pour y rdaliaer des bio- 
conversions a l'aide de cytochromes P450, la Vitesse de 
la reaction enzymatique dtaat un des critferes principaux. 
Ceci. d'autant plus que les cytochrome a P450 de mammiferes 
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sorvt corxnus pour fitra des enzymes dites" lentos" t Dans 
la mime experience on detarminera dgalement la coastante 
de Michaelis, qui donne la concentration en substrat ne- 
cessaire pour que la fonctionne h 50 % de sa Vitesse 

5 maximale. Sous 3.6 il a dtd deraontre que 1 'ef ficacitd de 
couplage entre la P450 Reductase de levure et la CA4H 
exprime" par la relation de NADPH con.£QTtcae poux substrat 
converti est tres voisin de U De ce fait il est possible 
de suivre 1' activity de la CA4H en fonction de la concen- 

10 tration du tr-cinnamate ajoutd par la Vitesse de consomma- 
tion du NADPH. Eft effet, le NADPH rdduit absorbs fortameat 
a uhe longueur d'onde de 340 nm (coefficient d'absorption 
mo 1 aire = 6200) et la pente de la variation de 1 1 absorp- 
tion dans le temps est directement proportionnelle a la 

15 vitesse de la transformation du tr-cinnamate en comnarate 
par la CA4H. Neanmoins afln d'eviter des interferences 
avec le coumaxate forme qui absorbs faibleiaent a 340 nm, 
les mesuxes seront effectuees h 350 nm, une longueur 
d'onale ou seul le NADPH rdduit montre une forte absorption* 

20 Plus precisemant , on realise un melange rdactiounel, 

constitue 1 d'une dilution 200 fois (concentration finale 
en CA4H est de 6 nM) de la solution stock de microsomes 
dans un tampon phosphate 50 mM k pH 7 ,4 et clu MADFH r£- 
duit en exces a 0,-1 mg/ml . Ce melange est raparti a par- 

25 ties egales dans deux cuvettes spectrophotome'triqiies t on 
ajoute des. concentrations croiss antes de tr-cinnamate au 
temps zero, puis on suit par spectrophbtomStrie diffdren- 
tielie la diminution de 1' absorption initiale a 350 nm 
dans le temps dans la cuve d'essai par rapport a la cuve 

30 t£mbin» On a efiectud les enreglstremonts de cette expe- 
rience pour das concentrations en tr-cinnamate de 0, 0,4, 
0,8, 1,6, 3,2, 6,4, 12,6 et 25 micxoH. A paxtir des pentas 
obtenues, il est done possible de les convert ir directement 
en activity CA4H et de realiser une representation selon 

35 Lineweaver~Burk en report ant 1* inverse des activitds CA4H 
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mesur^es en fonction de 1' inverse de la cor>.-r^.nt:7:v>t:iorv 
de tr-cinnamate ajoutee au milieu reactionnsl , Le point 
d 1 intersection de la droite ainai obtenue (figure 9 avec 
l'axe Y donnant la.valeur de la Vitesse maximum de con- 
5 version de la CA4H, tandis que le point d ' intersection 
avec l'axe X donrxe la valeur du Km. La vitosse maximale 
in vitro de 400 +/- 50 tain 1 est la plus gr£»r.de obtenue 
a ce jour pour un P450 eucaryotique ce qui xzontro bien que 
dans un contexte genetique ou il est possibles de surexpri- 
10 mer simultanement la P450 Reductase de levure et la CA4H, 
S. cer. foumit le meilleur environnement connu actuelle- 
tneat a fin de faire fonctianner de facon tres efficace 
un cytochrome P450 vegetal • Sur la base des activites me- 
aurees in vitro, la souche WRCA est un excellent candidat 
15 pour realiscr la bioconversion du tr-cinnanate en couma- 
rate pax la CA4H a l'echelle industrielle. Dans ce sens 
la valaur tres basse du Km de 1,2 microM acquiGrt toute 
son. importance , puisque de foibles concentrations intra- 
cellulalres en tr^cinnamate de l'osdre microjnolaira suf- 
20 fisenfc pour faixe tourner la CA4H a pleln regime. 

p .8 Kesure dlrecte de la vltesoe maximale de. conversion 
de la CA4H sur des microsomes de WRCA 

La me sure de la consommation de NADPK est certaine- 
ment tres appropriee au niveau experimental , raais ne 
25 constltne qu*une preuve i n dlrecte do l'activite enzyma- 
tique de la CA4H* II reste done tres Important de valider 
les resultats alnsi obtenus sous 3.7 par des mesures 
d*activite r^elle, e'est-a^-dire les valeura comparables 
pour ia vitesse maxima le de conversion de la CA4H doivent 
30 §tre retrouvees lorsqu^n suit 1' activity ensymatique par 
la me sure de la quantity de tr-coumarate forme. A cette 
fin l 1 experience suivaixts a et6 realisde s un m£l<\nge 
reactlonnal de 1 ml contenant 50 mM tampon phosphate 
pH 7,4, 50 microM tr-clx>namate , 0,1 Jag /ml HADPH et 
35 12 pmoles de CA4H (dilution 1 pour 1000 de ia solution 
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stock de microsomes) est prepare sur la glac-, Les micro- 
somes sont ajoutes en dernier lieu, puis la reaction est 
d£marre en placant le milieu rSactionnel comnlet a 37°c. 
La reaction est arr£t£e aux temps indiquds au tableau 2, 
par prelevement d'un echantillon de 50 microlitras auquel 
on. ajoute 2,5 xnicrolitres da l'acide trif iuoroac^tigue , 
puis on separe par HPLC dans les conditions dScrltes ci- 
dessus. La figure 10 montse la cinetiqua de la formation 
da coumarate en se servant des valeurs du tableau 1 . En 
effet dans une initiale de 6 minutes oCi le sub 3 trat est 
en exces, la formation de tr-coumarate est lineaire dans 
Le temps et decline rapidement ensuite pour atteindra le 
P eu loincnt 

Ceci se fcraduit par 
un rapide declin de la Vitesse maximale qu«r.d le substrat 
caaanence h devenir limitant, II est tres important a noter 
que la valeur de la Vitesse maximale da conversion de la 
CA4H est de 350 min" 1 lorsque le substrat est en exces, 
une valeur qui est en paxfaite concordance avec les va- 
leurs trouvees par test indirect, co qui rsnforce les 
consmeataires faits sous 3.7* 

TABLEAU 2 





incubation (min, ) 


tr -coumarate 
(n moles) 


Activity specifique 


25 


0 


0 






3 


13 


350 




6 


25 


350 




. 10 


32 


255 


30 


15 


41 


221 


15*50 


46 


n.d. 




25 


44 


n-d 
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vtt) Proc^d^ de blocoaversiog mettant en oeuvre una souche 
de levure surexprimant la P4 50 Reductase endoqene 
ainsi qu'un cytochrome P450 vegetal. Exemplification 
par la production, de tr-coumarate a partir du tr- 
5 cinnanirite sur cellules entleres coatenant la CA4H 

de tojainambour « 

Une culture de 200 ml dans un erlenxneyer de 1 I* 
de la souche WBCA est incubee a 27°C sous agitation vi- 
goureuse (200 rpm) dans un milieu YPGAL jusqu'a 5 DO 

10 (phase stationnaire de saturation) . A cs moment on ajoute 
du clnnamate a une concentration finale de 100 microM, 
puis on continue l 1 incubation. On pr^leve des echantillona 
de 10O microlitres au moment de ^ajout du tr-cinnamate 
et puis 1* 10, 30, et 100 minutes apres l'ajout* Puis on 

15 procede a 1* extraction selon les raethodas ddcritea sous 
3.3, et on analyse les 6chantillons par chromatographic 
HPLC (voir 3,3), La longueur d'onde d* analyse est volon- 
tairement choisle a 314 nm, une longueur d'onde ou l 1 ab- 
sorption du tr-coumarate est presque maximal e tandis que 

20 le tr-cinnamate n'absorbe que tres peu. I*' amplitude des 
pics d' absorption n T est par consequence pas identique 
pour une m&ne concentration de tr-cinnamate et du tr-cou- 
marate. Le but de cette experience etant de quantifier 
1' evolution de la quantity de tr-coumarate trouv€e dans 

25 le milieu de culture en fonctlon du temps, une dchelle 
de concentrations connues de tr-coumarate a ste utilisee 
pour la, calibration, permettant de traduire 1 1 amplitude 
du pic de coumarate en concentration ou en nombre de mole- 
cules de tr-coumarate forme. La superposition da 4 chro- 

30 matogrammes a 6te realisee sur les 4 tenant il Ions pr£le- 
v£s aux temps indiquds ci-deasus. Jl est Evident que tres 
vi-te apres l'ajout du tr-cinnamate, on peut deceler des 
quantites importantes dans le milieu de culture sans appa- 
rition de produits secondaires. Vu la valeux de la cons- 
35 tante d'affini-tS de la CA4H pour le tr-cinnamate qui est 
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de 1 ' ordre m icromolaisie t il est clair qu^ au mo irL3 95 % 
du substrat initialement present dans la culture seronfc 
trans formes en tr-coumarate avant que la concentration 
devienne limltante. lie fait de retrouver des quant ites 
5 importantes de tr-coumarata rapidement dans le milieu de 
culture laisse supposer que le tr-cinnamat© diffuse suf- 
fisamment vita dans la cellule pour que la CA4H puisse 
fonctionner a plein. regime, et aussi que le produit forme 
n'est pas retenu ou metabolise* dans la levure mais excreta 

10 dans le milieu, Ceci rend faisable la recuperation puis la 
puri-f ication du produit lors d'une biocanverslon a l'e- 
chelle industrielle, mais explique aussi l*apparente ino- 
cuite du coumarate pour la cellule, II est on effet pou 
probable d'obtenir en grande quantite un produit par bio- 

15 conversion s'il est accumule' a l'interieur de la cellule, 
Sur labaae des pi.cs observes en figure 1 1 la productivite 
calculee est de 10 mieromoles de coumarate f orm^s /minute • 
litre de culture • En figure H est xnontree une cinetique 
qui reporte le nombre de tr-*coumarate formee par cellule 

20 de levures (calculi a partir des chromatogrammea) en fonc- 
tion du temps • II est clair que ce processus de byconver- 
sion est tout-a-fait stable dans le temps, Ceci est un 
critere essentiel pour l 1 application de la souche WRCA 
pour un proced^ industriel d'obtention de tr-coumarate 

25 pax bioconversion. En extrapolant cette frappante stabili- 
ty de la CA4H de top inambour dans la levure par rapport 
a d'autres cytochromes P450 de mammiferes la productivite 
citee ci-dessus sera d 1 environ 10 grammes de coumarate 
forme par jour et par litre de culture dans des conditions 

30 de laboratoire . Ces valours peuvent raisonnablement etre 
ameliordes d'un facteur 5 lora d 1 un precede de fermenta- 
tion industrial. 
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1> Souche de levure permettant ia co-expression d'une activite 
mono-oxygenase de cytochrome P450 de plante et d'une NADPH- 
cytochrome P450-r6ductase endogene ou heterologue, C5U"*u:terisee en ce 
5 que Tun des genes de la NADPH-cytochrome P450-r£duc:ase ou du 
cytochrome P450 est integr* dans le chromosome de ladite souche, et, la 
souche est Transformde par tin vecteur portanc une cassette d' expression 
de Vautre gene. 

2) Souche selon la revendication I, caractdrlsee cn ce que le gene 
10 de cytochrome P450 microsomal d'origine v6getale est integre dans le 
chromosome de ladite souche de levure. 

. 3) Souche de levure selon la revendication 1 ou 2 permettanr la co- 
expression d'une activite mono-oxygenase de cytochrome P450 
het£rologue et d'une NADPH-cytochrome P450-reduct?ise endogene ou 
15 heterologue, caract6risee en ce que le gene de la NADPK-cytochrome 
P45f>r6ductase est integre dans le genome chromosomique de ladite 
souche et la souche est transformee par un vecteur portant une cassette 
d' expression du gene de cytochrome P450 de plante. 

4) Souche selon Tune des revendications 1 ou 2, caract£ris£e en ce 
20 que ledit vecteur est un vecteur d'integration ou un vecteur replicatif. 

5) Souche selon la revendication 3, caracterisee en ce que les genes 
de cytochrome P450 et NADPH<ytochrome -P450-r6ductase sont int^greVs 
dans le chromosome de ladite souche. 

6) Souche selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
25 que le cytochrome P450 est la proteine CA4H d'Helianthus tuberosum 

7) Souche selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce 
que ledit cytochrome P450 est la proteine CA4H d' Arabidonsis thaliana. 

8) Souche selon Tune des revendications 1 a 7 t caracterisee en ce 
que ledit gene dudit cytochrome P450 est un gene hybride. 

30 9) Souche selon l'une des revendications 1 4 8, caracterisee en ce 

que la NADPH-cytochrome P450-reductase est la NADPH-cytochrome P450- 

rgductase endogtoe de levure. 

10) Souche selon l'une des revendications 1 a 9, caracterisee en ce 

que ledit gene de la NADPH-cytochrome P450-reductase consiste dans la 
35 sequence d'ADNc codant pour la NADPH-cytochrome P450-r£ductase 

heterologue. 
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11) Souche selon Tune des revendications I a 10, crjrrxttrisse en ce 
que ledit gene de la NADPH-cytochrorae P450-reductase est cclui d'une 
NADPH-cytochrome P450-r6duct?se d'origine v6g£tale, 

12) Souche selon la revendication 11, caracterisce en ce que la 
5 NADPH-cytochrome P450-reductase est une NADPH-cytochrome P450- 

r6ductase d 'Arabldoosis thaliana. . 

13) Souche selon la revendication 11. caracteris£e en ce que la- 
NADPH-cytochrome P450-r6duetase est une NADPH-cytochrome P4SO 
reductase d'Helianthus tuberosus. 

10 14) Souche selon Tune des revendications 1 a 13. caractexisee en ce 

que les genes de la NADPH-cytochrome P450-reductase ct du cytochrome 
P450 sont tntegres dans le locus de la NADPH-cytochrome P450-reductase 
endog^ne sur des alleles different*. 

15) Souche de levure selon Tune des reveudic^tiov^s 1 a 14, 
15 carac6ris6e en ce que la levure est choisie parxoi les genres 

Saceharomvees. Hanseimja, Kluweromvces. Plchia. et l2£rjQ£d£. 

16) Souche selon la revendication 15, caractcrlsSe en ce que la 
levure est du genre Saccharornvres cerevisiae. 

17) Souche Tune des revendications l a 16, caracterlr^e en ce que 
20 dans ledit vecteur d' expression le gene de cytochrome P450 est mis sous le 

controle d'un promote ur inductible. 

18) Souche selon la revendication 17, caracterisee en ce que ledit 
vecteur est le vecteur pYEDP60. 

19) Souche selon Tune des revendications 1 a 18, caractertsee en ce 
25 que le gene de NAD PH-cytochrome P450-r€ductase est place sous le 

contrdle d'un promoteur necrologue inductible. 

20) Souche selon Tune des revendications 1 a 19, carscteiisee en ce 
que le gene de NADPH-cytochrome P450-reductase et le gfcne de 
cytochrome P4S0 sont places sous le controle d'un mSme promoteur 

30 inductible. 

21) Souche selon Tune des revendications 17 a 20, caracterisee en ce 
que ledit promoteur inductible est le promoteur GAL10/CYC1. 

22) Souche selon Tune des revendications 1 4 21, caracterisee en ce 
que ladite souche est obtenue a partir de la souche PES 1-3*U deposed a la 

35 Collection Nationale de Cultures de Microorganistnes (CNCM) sous le n" 1- 
1187. 
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23) Souche seion l'une des revendications 1 a 22. caracterisee en ce 
que ladite souche est la souche WRCA obcenue par transformation de la 
souche PES 1-3-U par le vecteur pCA4H/YeDP60. 

24) Souche de levure sslon l'une des revendications l a 23, 
5 caracterisee en ce qu'elle pennet la co-expression de la NADPH- 

cytochrome P450-r£ductase et du cytochrome P450 dims un rapport 
molaire NADPH-cytochrome P45 0-r6ducta^e/cyto chrome P450 optimum 
qui estentre 1/3 et 1/10. 

25) Proc^de de co-expression chez une levure de l'ftctivite mono- 
10 oxygenase de cytochrome P450 microsomal de plantc et de NADPH- 
cytochrome P450 endogene ou heterologue. caract6rls£ en ce qu'on 
cultive dans un milieu de culture approprie une souche selon Tune des 
revendications 1 a 24. 

26) Utilisation a des fins de bioconversion d'unc louche de levure 
15 selon Tune des revendications 1 k 24. 

27) Precede* de bioconversion destine a la monoxycUtion specifique 
d'un compost substrat d'un cytochrome P4S0, caract^rise en ce qu'on 
convertit un milieu comenant ledit compost ou iin precurseur avec l'une 
des souches selon Pune des revendications 1 a 24, exprimant L'activite 

20 monoxygenase dudit cytochrome P450 et en ce qu'on r£cupere ledit 
compose substrat monoxygenS. 

28) Proc^de selon la revendication 27, caracterise en ce que ledit 
milieu est un milieu de culture. 

29) Precede" de bioconversion selon Tune des revendications 27 ou 
25 28, caracterise* en ce que la monoxyge 1 nation est une hydroxy tation 

st&reospeciRque. 

30) ProcSde selon la revendication 29, caracterise en ce que le 
cytochrome P450 est la CA4H, le compose substrat est 1c crans-ciimaniate, 
et on recupexe le trans-coumarate. 

30 31) Sequence d'ADNc codant pour le cytochrome P450 CA4H 

d 'HellanThn * mberosus. 

32) Sequence d'ADNc codant pour le cytochrome P450 CA4H 
rt'frrflftldopfiis thaliana. 

33) Sequence d'ADNc selon la revendication 31 telle que 
35 representee a la figure 1. 

34) Sequence d'ADNc selon la revendication 32 telle que 
representee a la Figure 12. 
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35) Sequence d'ADNc s'hybridant dans des conditions falblement 
stringentfis a 50"C ex/ou prwn^ant au molns 60 % d'homologie avec l'une 
des sequences selon Tune des revendications 31a 34. 



Printed from Mimosa 



WO 94/03564 



PCT/FR93/00676 



1/23 

CAKACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1608 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nuclSIepie 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin£aire 

TYPE DE MOLECULE: ADNc 
ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Holianttius tuberaaus 

(B) SOU CHE: L. vari6t6 blanc coiomun 

(C) INDIVIDUAL ISOLE: 

(D) STADE DE DEVELOP? EMENT : tubarculea ages 

CARACTERISTIQUES : 

(A) EMPLACEMENT: 1..3D, bordure 5 1 non eodante 

(B) EMPLACEMENT; 31,. 1545, region codante aur le brin 

(B) EMPLACEMENT: 1S46..1608, bordure 3 1 non codante 
FftOPRIETES 

ADNc codant* pour un cytochrome P450 vege/tal, Cinnamate 
4 -hydroxylase (CA4H) . EC l". 14. 13-1 



FEUILLE DE REM PLACEMENT 
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SEQ ID NO: li 



AAATCACACA ACACCACCAC CACCGTAACC ATG GAC CTC CTC CTC ATA GAA AAA 5 4 

Met Asp Lou Lsu Leu lie Glu Lys 
1 5 

ACC CTC GTC GCC TTA TTC GCC GCC ATT ATC GGC GCA ATA CTA ATC TCC 102 
Thr Leu Val Ala Leu Phe Ala Ala He He Gly Ala I la Leu He ser 
10 15 20 

AAA CTC CGC GGT AAA AAA TTC AAG CTC CCA CCT GGC CCA ATC CCG GTT 150 
Lys Leu Arg Gly Lya Lye Phe Lys Leu Pro Pro Gly Fro He Pro Val 
25 30 35 40 

CCA ATT TTC GGC AAC TGG CTA CAA GTT GGC GAT GAT TTG AAC CAC CGG 198 
Pro He Phe Gly Asn Trp Leu Gin Val Gly Asp Asp Leu Aan His Arg 
45 50 55 

AAC TTA ACC GAT CTC GCT AAG AGG TTT GGT GAG ATC TTG CTG CTA CGC 246 
Asn Leu Thr Asp Leu Ala Lys Arg Phe Gly Glu He Leu Leu Leu Arg 

60 S5 70 

ATG GGG CAG AGG AAT CTG GTA GTT GTG TCT TCG CCT GAG CTT GCT AAA 294 
Met Gly Gin Arg A*n L«u Val Val Val ser Ser Pro Glu Leu Ala Lys 
75 80 85 

GAG GTG TTG CAT ACA CAA GCA GTG GAG TTT GGT TCG AGA ACA AGG AAT 342 
Glu Val Leu His Thr Gin Gly Val Glu Phe Gly Ser Arg Thr Arg A* it 
90 95 100 

GTT GTG TTC GAT ATT TTT ACT GCC AAG GGT CAG GAT ATG GTG TTT ACG 390 
val val Phe A«p lie Phe Thr Gly Lys Gly Gin Asp Met: val Phe Thr 
105 110 115 120 

GTT TAT GGT GAG CAT TGG AGG AAG ATG AGG AGG ATC ATG ACC GTA CCC 438 
Val Tyr Gly Glu Hi* Trp Arg Lye Met Arg Arg lis Met Thr Val Pro 
125 130 135 

TTT TTC ACC AAC AAA GTT GTT CAG CAA TAC AGG TAT GGG TGG GAG GCT 486 
Phe Phe Thr Asn Lys Val Val Gin Gin Tyr Arg Tyr Gly Trp Glu Ala 
140 145 150 

GAG GCC GCG GCG GTT GTG GAC GAT GTG AAG AAG AAT CCG GCT GCA GCA 534 
Glu Ala Ala Ala Val Val Asp Asp Val Lys Lys Asn 5*0 Ala Ala Ala 
155 160 1<55 

ACT GAA GGA ATC GTG ATC CGA AGA CGG TTA CAA CTC ATG ATG TAT AAC S82 
Thr Glu Gly lie Val He Arg Arg Arg Leu Gin' Leu Mot Mat Tyr Aan 
170 175 180 

AAC ATG TTC AGA ATC ATG TTC GAC AGA CGA TTC GAA AGT GAA GAT GAT 630 
Asn Met Phe Arg He Met Phe Asp Arg Arg Phe Glu ser Glu Asp Asp 
185 190 195 200 



FIGURE IB 
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CCC TTG TTT TTG AAA CTC AAG GCG TTG AAC GGT GAG AGG AGT CGA TTG 67 8 
Pro Lau Pfte Leu Lys Leu Lys Ala Leu Asn Gly Glu Arg ser Arg Leu 
205 210 215 

GCG CAG AGC TTT GAG TAG AAC TAT GGC GAT TTC ATC CCT ATT TTG CGG 72 6 
Ala Gin Set? Phe Glu Tyr Aan Tyr Gly Asp Phe He Pro Ho Leu Arg 
220 225 230 

CCG TTT TTG AGA AAT TAT TTG AAG TTG TCC AAG GAA GTT AAA CAT AAA 774 
Pro Phe Lau Arg Asn Tyr Leu Lys Leu Cys Lys Glu val Lya Asp Lys 
235 240 245 

AGG ATT CAG CTC TTC AAG GAT TAC TTC GTT GAC GAA AGG AAG AAG ATT 822 
Ara He Gin Leu Phe Lys Asp Tyr Phe Val Asp Glu Arg Lya Lys He 

9 250 2S5 260 

GGA AGC ACT AAG AAA ATG GAC AAC AAT CAG TTG AAA TGT GCC ATT GAT 870 
Glv Ser Tnr Lys Lya Met Asp Asn Aan Gin Leu Lys Cys Ala I la Asp 
26S 270 275 280 

CAC ATT CTT GAA GCT AAA GAG AAG GGT GAG ATC AAT GAA GAC AAT GTT .918 
His Ha Leu Glu Ala Lys Glu Lys Gly Glu lie Asn Glu Asp Asn Val 
285 290 295 

CTT TAC ATT GTT GAA AAC ATC AAT QTT GCA GCA ATC GAG ACA ACT CTA 966 
Leu Tyr lie Val Glu Aan Ha Asn Val Ala Ala He Glu Thr Thr Leu 
300 305 310 

TGG TCG ATC GAA TGG GGA ATT GCG GAG CTA GTT AAC CAT CCC GAG ATC 1014 
Trp ser He Glu Trp Gly Ha Ala Glu Leu Val Asn His Pro Glu He 
31S 320 325 

CAA GCC AAA CTC AGG CAC GAG CTC GAC ACC AAG CTC GGG CCC GCT GTC 1062 
Gin Ala Lys Leu Arg His Glu Lau Asp Thr Lys Lou Gly Pro Gly val 
330 335 340 

CAG ATC ACC GAG CCC GAC GTC CAA AAC CTC CCT TAC CTC CAA GCC GTG 1110 
Gin Ha Thr Glu Pro Asp val Gin Asn Leu Pro Tyr Lou Gin Ala val 
34S 350 355 360 

GTC AAG GAA ACC CTC GGT CTC CCT ATG GCG ATC CCG CTT CTA GTC CCA 1158 
Val Lya Glu Thr Lau Arg Leu Arg Met Ala Ila Pro Leu Leu val Pro 
365 370 375 

CAC ATG AAC CTC CAT GAC GCT AAG CTC GGC GGG TTT GAC ATC CCG CCC 1206 
His Met Asn Lau His Asp Ala Lya Leu Gly Gly Pno Asp He Pro Ala 
3S0 385 390 

GAA AGC AAG ATC TTG GTC AAC GCG TGG TCG tTA GCA AAC AAC CCC GAC 1254 
Glu Ser Lys Ha Lau Val Asn Ala Trp Trp Leu Ala Asn Asn Pro Asp 
395 400 405 

CAA TGG AAG AAA CCC GAG GAG TTT AGG CCA GAG AGG TTT TTG GAA GAG 1302 
K» ty» *™ Glu Glu Pna Arg Pro Glu Arg Pn* Lau Glu Glu 
410 415 *20 
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GAA GCG AAG GTT GAG GCT AAC GGG AAT GAT TTT AGG TAC TTG CCG TTT 13 50 
Glu Ala Lys Val Glu Ala Asn Gly Asn Asp Phe Arg Tyx Lru Pro Phe 
42S 430 435 440 

GGA GTC GGG AGA AGG AGT TGC CCC GGG ATT ATT CTT GCA TTG CCG ATA 13 98 
Gly Val Gly Arg Arg Ser Cys Pro Gly lie lie Leu Ala Leu Pro He 
445 450 455 

CTT GGT ATT ACA ATC GGG CGT TTG GTG CAG AAT TTC GAG CTG TTG CCT 14 4 6 
Leu Gly II* Thr He Gly Arg Leu Val Gin Asn Phe Glu Leu Leu Pro 

460 465 470 

CCA CCG GGA CAG TCT AAG ATC GAT ACC GAT GAG AAG GGT GGG CAG TTT 1494 
Pro pro Gly Gin Ser Lya I la Asp Thr Asp Glu Lys Gly Gly Gin Phe 
475 4S0 4B5 

AGT TTG CAT ATC TTG AAG CAC TCT ACT ATC GTA GCT AAA CCT AGG TCA 1542 
ser Leu His lie Leu Lya His ser Thr He val Ala Lys pro Arg Ser 
490 495 500 

TTT TAAGGATTCT TGTTTATGTT CTTTATTGTA TGATAAACCA AGGGGGGGGG 1335 

Phe 

505 

GAAAAAAAAA AAA 16Q8 
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CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 173 5 paires da bas**s 

(B) TYPE: aeida nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

TYPE DE MOLECULE : ADNC 
ORIGINS: 

(A) ORGANISMS : Arabidopsia tftaliana 

(B) SOUCHE: Lands berg erecta 

(D) 5TADE DE DEVELOP PEWSNT : jeun* plantule, afcade deux 

CARACTERISTIQUES : 

(A) EMPLACEMENT: 1*.48, bordure 5' non-codante 

(B) EMPLACEMENT: 49.. 1566, rfegion codante siir le brin 

(C) EMPLACEMENTS 1567.. 1735, bordure 3» non-codante 
PROPRIETES: 

ADNc codant pour un cytochrome P450 v&gfit:al, la 
cinnamate 4-hydroxylase (CA4H) , E.cZ I.l4*i3.i 



FIGURE 12A 
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DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

CAGTCTGAGT AATTTACAAA CAATATCATT GCGGATACAC AAACTATA ATG GAC. CTC 57 

Met: .Asp Leu 
1 

CTC TTG CTG GAG AAG TCT CTA ATC GCC GTC TTC GTG GCG GTG ATT CTC 105 
Leu L*u Leu Glu Lys Sar Leu lie Ala Val Pha Val Ale Val lie Leu 
5 10 15 

GCC ACG GTG ATT TCA AAG CTC CGC GCC AAG AAA TTG AAG CTA CCT CCA 153 
Ala Thr val lie Sat Lys Lou Arg Gly Lys Lys Leu Lys L?.u Pro Pro 
20 *5 30 35 

GGT CCT ATA CCA ATT CCG ATC TTC GGA AAC TGG CTT CAA GTA GGA GAT 201 
Glv Pro He Pro lie Pro He Pho Gly Asn Trp Leu Gin Val Gly Asp 

- 4Q 45 SO 

GAC CTC AAC CAC CGT AAT CTC GTC CAT TAC GCT AAG AAA TTC GGC GAT 249 
Asp Leu Aan His An? Asn Leu Val Asp Tyr Ala Lys Lys PAe Gly Asp 

55 «0 <53 

CTC TTC CTC CTC CGT ATG GCT CAG CGT AAC CTA GTC GTC GTC TCT TCA 297 
La U phtt Leu Lou Arg Met Gly Gin Arg Aan Lou Val Val Veil Scr Ser 
70 75 80 

CCG GAT CTA ACC AAG GAA GTG CTC CAC ACA CAA GGC GTT GAG TTT GGA 345 
Pro Asp Leu Thr Lys Glu Val Leu His Thr Gin Gly Val Glu Phe Gly 
85 90 95 

TCT AGA ACG AGA AAC GTC GTG TTC GAC ATT TTC ACC GGG AAA GGT CAA 393 
ser Arg Thr Arg Asn Val Val Pho hsp lift Pha Thr Gly lya Gly Gin 
100 105 110 115 

GAT ATG GTG TTC ACT GTT TAC GGC GAG CAT TGG AGG AAG ATG AGA ACA 441 
Aap val Phe Thr val Tyr Gly Glu His Trp Arg Lyo Ket Arg Arg 
120 125 130 

ATC ATG ACG GTT CCT TTC TTC ACC AAC AAA GTT GTT CAA CAG AAX CGT 489 
Ila* Mat Thr val Pro Pho Phe Thr Aan Ly* Val val Gin Gin Asa Arg 
135 140 143 

CAA CGT TGG GAG TTT GAA GCA GCT ACT GTT GTT GAA GAT GST AAG AAG S3? 
Glu Gly Trp Glu Phe Glu Ala Ala ser Val Val Glu Acp val Lys Lys 
130 155 1G0 

AAT CCA GAT TCT GCT ACG AAA GGA ATC GTG TTG AGG AAA CGT TTG CAA 585 
Aan Pro Asp Ser Ala Thr Lys Gly Ilo Val Lou Arg Lys Arg I-fcu Gin 
165 170 1?5 

TTG ATG ATG TAT AAC AAT ATG TTC CGT ATC ATG TTC GAT AGA AGA TTT 633 
Lau Met Mat Tyr Asn Aan Mot Pho Arg 11a Mot Pha Asip Arg Arg Pha 
1B0 i«5 190 195 

FIGURE 12B 
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GAG AGT GAG GAT AGT CCT CTT TTC CTT AGO CTT AAG GCT TTG AAT GGT 651 
Glu ser Glu Asp ser Pro Leu Pho Leu Arg Leu Lys Ala L'-.u m~ gXv 
200 205 ? ,io 

GAG AGA AGT CGA TTA GCT CAG AGC TTT GAG TAT AAC TAT ££A GAT TTC 729 
Glu Arg Ser Arg Leu Ala Gin Sor Phe Glu Tyr Asn Tyr Gly hzv Pne 
215 220 225 

ATT CCT ATC CTT AGA CCA TTC CTC AGA GGC TAT TTG AAG ATT TGT CAA 777 
lla Pro lie Leu Arg Pro Pha Lou Arg Gly Tyr Lr.u Lys 2Xn cys Gin 
230 235 

GAT GTG AAA GAT CGA AGA ATC GCT CTT TTC AAG AAG TAC TXT GTT GAT $23 
Asp val Lys Asp Arg Arg He Ala Lr-u Pho Lys Lys Tyr Phc Vr.l A3p 
243 250 7.53 

GAG AGC AAG CAA ATT GCG AGT TCT AAG CCT ACA GGT AGT CAA GGA TTG B73 
Glu Arg Lys Gin lis Ala s*r Sor Lys Pro Thr Gly Ser GXu Gly Leu 
260 265 270 275 

AAA TGT GCC ATT GAT CAC ATC CTT GAA GCT GAG CAG AAG GGA GAA ATC 321 
Lys cys Ala lis Asp His lie Lau Glu Ala Glu Gin Lys G\y Glu lie * 

200 285 290 

AAC GAG GAC AAT GTT CTT TAC ATC GTC GAG AAC ATC AAT GTC GCC GCG 969 
Asn Glu Asp Asn Val Leu Tyr Ila Val Glu Aim Ho Asn Vcl Ala Ala 
295 300 305 

ATT GAG ACA ACA TTG TGG TCT ATC GAG TGG GGA ATT GCA GAG CTA GTG 1017 
Xle Glu Thr Thx Lou Trp S-ar He Glu Trp Gly tie AX** Glu Leu Val 
310 315 320 

AAC CAT CCT GAA ATC CAG ACT AAG CTA AGG AAC GAA C77C C=AC ACG GTT 1065 
Asn His Pro Glu He Gin Ser Lys Lsu. Arg Asn Glu Ar/=> Tar Val 
325 330 335 

CTT GGA CCG GGT GTG CAA GTC ACC GAG CCT GAT CTT CAC AAA CTT CCA 1113 
Leu Gly Pro Gly val Gin Val Thr Glu Pro Asp lsiu Hir. Lycv Leu Pro 
340 345 350 355 

TAC CTT CAA GCT GTG GTT AAG GAG ACT CTT CGT CTG AGA IYTG GCG ATT 1161 
Tyr Leu Gin Ala Val Vol Lys Glu Thr Leu Arg L«m Arg KoZ Ala tie 
360 3S3 370 

CCT CTC CTC GTG CCT CAC ATG AAC CTC CAT GAT GCG AAG CTC GCT GGC 1209 
Pro Leu Leu Val Pro His Met Asn Leu His Asp Ala Lys L"iu Ala Gly 
37S 3B0 353 

TAC GAT ATC CCA CCA GAA AGC AAA ATC CTT GTT AAT GCT TGG TGG CTA 1257 
Tyr Asp He Pro Ala Glu Ser Lys Xla Leu Vai Asm Alfc Trp Trp L^u 
390 393 400 

GCA AAC AAC CCC AAC AGC TGG AAG AAG CCT GAA GAG TT? AGA CCA GAG 1305 
Ala Asn Asn Pro Asn Sor Trp Lyn Lys Pro Glu Glu Ffcn xvrg 3?ro Glu 
405 410 47.5 

FIGURE 12C 
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AGG TTC TTT GAA GAA GAA TCG CAC GTG CAA GCT AAC GGA i\AT CAC TTP n» 
Arg Phe Phe Glu Glu Glu ser HXs Val CSlu Ala Asn Gly ."Can Aap Phe 

430 '435 

AGG TAT GTG CCG TTT GGT GTT GGA CGT AGA AGC TGT CCC GGG ATT ATA uni 
Arg Tyr Val Pro Phe Gly Val Gly AT* Arg sor Cy 3 Fro Gly lie lie 
440 44S 4S0 

TTG CCA TTA CCT ATT TTG GGG ATC ACC ATT GGT AGG ATG GXC CAS AAC 14 4 q 
Lau Ala L«u Pro Xla Lsu Gly Ho Tnr Ho Gly Arg K*t Val Gin Asn 
455 460 

TTC GAG CTT CTT CCT CCT CCA GGA CAG TCT AAA GTG GAT ACT ACT GAG 14 97 
Phe Glu Leu Lou Pro Pro Pro Gly Gin Ser Lya Val A*p T.hr Sor Glu 
470 475 

AAA GGT GGA CAA TTC AGC TTG CAC ATC CTT AAC CAC TCC ATA ATC GTT 1S4S 
Lys Gly Gly Gin Phe Ser L-u His II* L*u Asn Hi* Scr XI* lie Val 
485 490 493 

ATC AAA CCA AGC AAC TCT- TAAACTTTCT GCACAAAAAA AGGATGA^GA 1501 

Met Lya pro Arg Ann cy$ 
300 505 

TGACTTTATA AATGTTTGTG AAATCTGTTG AAATATTCCC TTGTTTTCCT 1G53 
TTTGTGAGAT GTTTTTGTGT AAAATGTCTT TAAATGGTTG TTCTACGATT I7i3 
GCAATAATAA TTAGTGGTGC TCATTCTTAA AAAAAAAAAA AA 1733 
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Abstract 



A yeast strain for the co-expression of a plant cytochrome P450 mono-oxygenase activity and an 
endoqenous or heterologous NADPH-cytochrome P450-reductase, wherein one of the NADPH-cytochrome 
P450-reductase or cytochrome P450 genes is integrated into the chromosome of said strain, and the strain is 
transformed by a vector having an expression cassette for the other gene. The use of said yeast strain, as 
well as a cDNA sequence coding for cytochrome P450 CA4H of the Jerusalem artichoke Helianthus 
tuberosus or Arabidopsis thaliana, for bioconversion purposes, is also disclosed. 
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